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1. Breve resumen de la historia de la Genética 
La revisión de la historia de cualquier área del conocimiento constituye un 
buen instrumento para realizar una valoración de los avances que se han producido 
en dicho campo. La genética es una ciencia moderna, se considera que es una 
ciencia del siglo XX, por lo que su historia es breve. Sin embargo, en poco más de 
un siglo, se ha producido una eclosión impresionante de nuevos conocimientos y 
avances en un sector que, a día de hoy, continúa en pleno auge expansivo. 
El título de padre de la genética se le otorga a George Mendel (1822-1884) 
que publicó las leyes de la herencia en 1865 (aunque sus descubrimientos no 
alcanzaron relevancia hasta 1900). Mendel acuñó términos que son básicos en este 
área como alelo, dominancia y recesividad. Friedrich Miescher describió la 
nucleína por primera vez en 1869, pero tanto este investigador como la comunidad 
científica de la época seguían pensando que las moléculas responsables de 
transmitir la información genética de padres a hijos eran las proteínas. No fue 
hasta 1952 cuando se identificó, gracias a unos elegantes experimentos realizados 
por Alfred Hershey y Marta Chase, que el material genético estaba constituido por 
ácido desoxirribonucleico (DNA) aunque aún no se conocía el modo en que la 
información genética estaba almacenada en esta molécula. El año 1953 constituye 
un hito en la historia de la genética, en ese año, James Watson y Francis Crick, 
ayudados por estudios previos de Rosalind Franklin y Maurice Wilkins, 
publicaron en Nature, la estructura de doble hélice del DNA. Por este 
descubrimiento recibieron, sólo nueve años más tarde, el premio Nobel de 
Fisiología y Medicina, en poco más de un folio habían descrito el que supone uno 
de los mayores descubrimientos en la historia de la biología. El modelo que 
propusieron explicaba el almacenamiento de la información y permitía explicar el 
mecanismo de copia por el que la información se transmite a la descendencia. En 
1961, Marshall Nirenberg descifró el código genético, explicando así, como la 
información contenida en el DNA se ve traducida en proteínas. En 1977, Frederick 
Sanger desarrolló una técnica para secuenciar el DNA, este método sigue 




destacables para el avance de la genética, en ese año Kary Mullis ideó la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) técnica cuyo desarrollo, supuso un gran avance 
en el campo de la biología molecular, revolucionando el estudio del DNA y se 
identificó por primera vez el gen responsable de una enfermedad hereditaria. Otro 
de los grandes hitos a destacar en este resumen histórico es el lanzamiento en 1990 
del Proyecto Genoma Humano, que tenía como objetivo secuenciar los 3200 
millones de nucleótidos del genoma humano en 15 años. En 1999, se obtuvo la 
primera secuencia completa de un cromosoma humano. El proyecto llegó a 
término dos años antes de lo previsto y con un coste menor al presupuestado 
inicialmente, gracias a los extraordinarios avances en las técnicas de secuenciación 
que se produjeron durante ese periodo. Durante estos años, también se consiguió 
descifrar la secuencia completa de los genomas de diferentes organismos como 
Haemophilus influenza, Saccharomyces cerevisiae y Drosophila melanogaster 
entre otros. En 2002, se puso en marcha el Proyecto Internacional HapMap, cuyo 
objetivo era hacer un mapa del genoma humano que identificara las variaciones 
existentes entre individuos. El desarrollo de las nuevas plataformas de 
secuenciación masiva tuvo como consecuencia una caída de los precios que 
favoreció el desarrollo del proyecto 1000Genomas en el año 2008. Este proyecto 
se propuso secuenciar el genoma completo de 2500 personas procedentes de 
diferentes poblaciones. En este punto, ya se conocía la información relativa a la 
secuencia del genoma y las variaciones entre individuos, pero todavía quedan 
muchas interrogantes relacionadas con otros aspectos de la información genética. 
Para abordar algunas de las cuestiones pendientes se diseñó el proyecto ENCODE 
(enciclopedia de los elementos del DNA) cuya finalidad es identificar y 
caracterizar todos los elementos funcionales del genoma humano y cuyos primeros 
resultados se difundieron en 2012 (http://unlockinglifescode.org/timeline). 
Los grandes avances producidos en tan poco tiempo, sobre todo en las dos 
últimas décadas, han dado lugar a una nueva era en la investigación genómica en 




previsiblemente, tendrá un enorme impacto en muchas áreas del conocimiento 
científico. 
Figura 1. Cronología de la Genética. En la figura se resumen algunos de los hitos más 





La existencia de enfermedades que se transmiten a la descendencia o que 
son mucho más frecuentes dentro de una familia es un hecho que se conoce 
incluso desde antes de la publicación de los primeros estudios genéticos. Sin 
embargo, hasta 1983 no se realizó la primera descripción de que un gen fuera 
responsable de una enfermedad. Varios grupos, entre los que cabe destacar el 
trabajo de James Gusella, identificaron la mutación responsable de la corea de 
Huntington (Gusella JF et al., 1983). Esta enfermedad, desde un punto de vista 
etiopatológico, es un ejemplo de las denominadas enfermedades clásicas o 
mendelianas, en las que una o varias mutaciones son las responsables directas del 
desarrollo de la enfermedad. Desde entonces, se han identificado los genes 
responsables de muchas enfermedades mendelianas mediante técnicas de 
ligamiento genético y clonaje posicional. Ejemplos de enfermedades mendelianas 
son la fibrosis quística, la anemia falciforme, la fenilcenoturia, etc. que son 
patologías que suelen tener graves consecuencias en cuanto a morbimortalidad 
pero que, en general, son poco frecuentes (Botstein D et al., 2003). Sin embargo, 
otras enfermedades, más prevalentes en la población, como son, artrosis, diabetes 
e hipertensión arterial entre otras, son enfermedades complejas.  
Se entiende por enfermedades complejas, aquellas en las que, tanto en su 
inicio como en su progresión, intervienen un número indeterminado de factores 
ambientales y genéticos. En cuanto a la base genética, son enfermedades 
poligénicas en las que se encuentran implicados varios, se podría decir que 
numerosos, genes contribuyendo cada uno de ellos al riesgo de padecer la 
enfermedad con un peso relativamente bajo, es decir, la penetrancia de cada gen es 
baja. La penetrancia es una medida de la frecuencia con la que la característica que 
controla el gen se manifiesta (fenotipo) en los individuos que portan un 
determinada variante (genotipo). Además, incluso aquellos individuos que 
presentan el conjunto de variantes que determinan la predisposición a la 
enfermedad pueden no desarrollarla, ya que, para el disparo del proceso patológico 




conjunto de variantes de riesgo puede variar de un individuo a otro y/o entre 
poblaciones. Es por esto, que en estas enfermedades no se habla de alelos/genes 
causantes, sino de alelos de riesgo, ya que, hay individuos que heredan estos alelos 
de susceptibilidad sin desarrollar la enfermedad e individuos que la padecen pero 
no los presentan (Lander ES et al., 1994). 
Todas estas particularidades condicionan que el abordaje del estudio 
genético de estas patologías sea complejo y, que a pesar de los grandes avances 
realizados en los últimos años, todavía quede mucho camino por recorrer hasta que 
se conozcan todos los mecanismos etiopatogénicos que subyacen tras estas 
enfermedades. 
 
2. Estudio de las bases genéticas de enfermedades complejas 
Las técnicas usadas para estudiar las enfermedades mendelianas no han 
sido útiles para identificar los genes que se encuentran involucrados en las 
enfermedades complejas. Por esta razón, los investigadores comenzaron a diseñar 
nuevas estrategias para abordar el estudio de estas patologías (Risch N et al., 
1996). Entre las estrategias más utilizadas se encuentran los estudios de asociación 
caso-control, si bien, los estudios familiares también han ocupado un lugar 
importante en la investigación de las bases genéticas de estas enfermedades. Los 
estudios de asociación casos-control, son estudios poblacionales en los que se 
compara la distribución de frecuencias de marcadores genéticos en los casos, que 
son los individuos a los que se le ha diagnosticado la enfermedad en cuestión, y 
los controles, que son individuos sanos (Lewallen S et al., 1998).  
Hay una gran variedad de marcadores moleculares que se pueden usar en 
estos estudios, entre ellos se encuentran: las repeticiones en tandem que 
generalmente son de pequeño tamaño (microsatélites), los polimorfismos de un 
único nucleótido (SNP), las variación de número de copias (CNV), etc. En los 




marcadores, de manera que, se han erigido en los marcadores por excelencia por 
diversos motivos. 
 Los SNPs son polimorfismos de un único nucleótido, en los que este 
cambio simple en la secuencia da lugar a distintos alelos, de los cuales, la 
frecuencia del alelo minoritario (MAF) tiene que ser al menos del 1%. También 
pueden ser inserciones o deleciones de una base en medio de una secuencia. Se 
calcula que en el genoma humano puede haber aproximadamente 38 millones de 
SNPs, lo que constituiría el 90% de todas las variaciones existentes, siendo los 
responsables de la mayor parte de la variabilidad genética que existe entre 
individuos (The 1000 Genomes Project Consortium, 2012). Otro de los motivos 
por lo que los SNPs se han constituido en los marcadores más utilizados ha sido el 
espectacular y rápido desarrollo que han experimentado las técnicas de genotipado 
de estos marcadores desde la aparición de la PCR, lo que ha supuesto grandes 
mejoras en velocidad, capacidad y accesibilidad económica en pocos años. 
 A pesar de estos avances tecnológicos, genotipar todos los SNPs 
presentes en un número elevado de individuos sigue siendo impracticable y 
excesivamente costoso. Además, se ha demostrado que aquellos SNPs que se 
encuentran cerca en el genoma muestran algún grado de desequilibrio de 
ligamiento (LD), es decir, las variantes tienden a heredarse juntas en más 
ocasiones de lo que cabría esperar por el azar, originando los denominados 
bloques de ligamiento (figura 2) (Lewontin RC et al., 1960).  
La combinación de alelos de los SNPs que componen estos bloques es lo 
que se conoce como haplotipos. Por tanto, para poder identificar un haplotipo no 
haría falta genotipar todos los SNPs que lo integran, sino un conjunto mínimo de 
estos a los que se les denomina tag SNPs (tSNPs) (Carlson CS et al., 2004; Tenesa 
A et al., 2006). De esta manera, se puede extraer mayor información sobre la 
variación genética de una región genotipando sólo los tSNPs ahorrando tiempo y 
dinero.  
Para seleccionar los tSNPs existen programas que manejan algoritmos 
basados en la información existente sobre LD entre los SNPs de la población en 




proyectos HapMap y 1000 Genomas. El valor del LD se mide utilizando 2 
parámetros, D’ que nos da la idea de heredabilidad de los alelos y r2 que nos indica 
el coeficiente de correlación entre los alelos. 
 
Figura 2. Esquema de desequilibrio de ligamiento. La imagen representa 2 
posibles situaciones extremas de herencia para 2 SNPs Cada SNP está representado por un color, gris 
y verde, y las variantes están representadas por 2 tonalidades del mismo color, mas oscura (A y B) y 
máss clara (a y b). En la parte izquierda de la imagen se ejemplifica una situación en la que estos 2 
SNPs se encuentran muy alejados en el genoma y no existe ningún grado de LD entre ellos. En esta 
situación estos 2 SNPs se trasmiten a la descendencia de manera independiente, en forma de 4 
haplotipos, por combinación de las 2 variantes de los 2 SNPs, cada uno con una probabilidad de 
trasmitirse a la descendencia del 25%. En la parte derecha se ilustra una situación de máximo LD, en 
esta situación, los alelos de los dos SNPs siempre se heredan juntos dos a dos. En este caso sólo se 
trasmiten a la descendencia 2 haplotipos, cada uno con una probabilidad del 50%. En este segundo 
caso, basta con genotipar uno de los SNPs (tSNP) para deducir el genotipo del otro. Entre ambos 
casos, existe todo un gradiente de situaciones intermedias de LD.  
 
En cuanto a las posibilidades tecnológicas, en la actualidad contamos con 
diferentes plataformas de genotipado con diversos fundamentos moleculares y 
que, según su capacidad, pueden clasificarse en plataformas de bajo, medio o alto 




vaya a utilizar en un estudio concreto, se deberá tener en cuenta el número de 
individuos y de SNPs que se van a incluir en el mismo. 
  
Figura 3. Plataformas de genotipado. La gráfica representa ejemplos de tecnologías 
de genotipado a elegir dependiendo del número de SNPs a genotipar y el coste si se considera un 
tamaño poblacional determinado. 
En cuanto al abordaje de estudios caso/ control se pueden diferenciar en 
dos tipos, dependiendo de que exista una hipótesis previa para la selección de los 
genes, estudios de genes candidatos, o no, estudios sin hipótesis a priori. 
 La estrategia de gen candidato, por tanto, puede definirse como el estudio 
de la influencia de genes que son elegidos basándose en alguna hipótesis. Un gen 
puede ser candidato en base a diferentes motivos, puede ser elegido por un criterio 
funcional, es decir, porque se piense que pueda estar implicado en el desarrollo de 
la patología debido a la función de la molécula que codifica. La hipótesis puede 
basarse también en un criterio posicional, un gen que se encuentra muy próximo a 
otro que se haya encontrado asociado pero sin que se haya encontrado una 
explicación causal a dicha asociación, ya que, debido al LD existente entre 
variantes, la variante causal puede encontrase lejos, incluso situada en un gen 
diferente a la variante que se haya encontrado asociada en un primer lugar. 
También puede ser buen candidato aquel gen que tenga un papel relevante en el 




asociación con características clínicas o a la participación en mecanismos 
moleculares o rutas de señalización similares (Hattersley AT et al., 2005; Tabor 
HK et al., 2002). 
 En cualquiera de los casos previamente descritos, la elección de los genes 
candidatos siempre debe ser consecuente con el conocimiento previo y tener una 
plausibilidad biológica. Los estudios de genes candidatos han sido profusamente 
utilizados y han cosechado numerosos éxitos en la investigación en esta área 
durante décadas. Por lo que respecta a la estrategia de estudios sin hipótesis a 
priori, éstos se basan en el rastreo de todo el genoma intentando cubrir la máxima 
variabilidad mediante la selección de tSNPs para cada población. Estos estudios se 
denominan GWAS (genome wide association study) y, a partir de los primeros, 
realizados en el año 2005, se han llevado a cabo en numerosas enfermedades. 
 El desarrollo de los GWAS ha contribuido enormemente a la mejora del 
conocimiento de las bases de las enfermedades complejas en la última década, 
como se puede apreciar en la figura 4. Además, este tipo de estudios son 
generadores de hipótesis y como tales también han sido muy exitosos en la 
investigación de estas enfermedades (Visscher PM et al., 2012).  
 
Figura 4. Avances en la era GWAS. En la gráfica se representan el número de 




lo largo del tiempo. Sólo se representan los SNPs con valores de p< 5x10-8 y se excluyen los SNPs 
con LD elevado (r2>0. 8). (Visscher PM et al. Am J Hum Genet, 2012) 
Sin embargo, aún en aquellas patologías en las que se han realizado varios 
GWAS, una fracción de la heredabilidad sigue siendo desconocida. Se supone que 
esta heredabilidad perdida reside en las zonas del genoma que no están cubiertas 
por los chips que se han diseñado hasta el momento y/o en las variantes raras 
(Manolio TA et al., 2009). La única técnica disponible hasta la fecha capaz de 
cubrir la variación de todo el genoma es la secuenciación, pero hasta el momento, 
es inabordable aplicarla al estudio masivo de poblaciones, sobre todo por 
condicionamientos económicos. En la tabla 1 se muestra el porcentaje de cobertura 
de variación genómica (teniendo en cuenta sólo los SNPs) de algunos de los chips 
comerciales que hay disponibles en el mercado usados para GWAS para población 
europea, asiática y africana. En el caso de la población europea la máxima 
cobertura que se puede alcanzar hoy día no llega al 50% (Ha NT et al., 2014).   
Tabla 1. Cobertura del genoma por diferentes chips, calculada para 
poblaciones de referencia. 
 Europeos Asiáticos Africanos 
<1 millón de SNPs 
Axiom GW EU 0.16 0.21 0.06 
Axiom GW ASI 0.17 0.21 0.06 
Axiom GW SNP Array 5.0 0.15 0.18 0.05 
Human OmniExpress 0.21 0.26 0.08 
Human Hap550 0.18 0.22 0.06 
Human Hap650Y 0.20 0.25 0.07 
1–2 millones de SNPs 
Axiom GW CHB 0.30 0.37 0.12 
Axiom GW SNP Array 6.0 0.25 0.31 0.10 
Human Omni1S-8 0.22 0.29 0.10 
>2 millones de SNPs 
Axiom GW PanAFR 0.43 0.52 0.20 
Human Omni2.5-8 0.44 0.53 0.20 
Human Omni2.5S-8 0.30 0.48 0.15 
Los cálculos referentes a las medidas de cobertura están basados en un umbral de r2 de 0.8 





De la mano del desarrollo tecnológico y como consecuencia del gran 
aumento de datos generados, se han producido también grandes avances en las 
técnicas de análisis y de biología computacional.  
Una de las estrategias que ha recibido más atención por parte de la 
comunidad científica para paliar, al menos parcialmente, la mencionada pérdida de 
heredabilidad ha sido el desarrollo de la imputación, o en traducción más correcta, 
deducción, que se basa en la aplicación de algoritmos para predecir valores 
desconocidos a partir de datos observados. Esta estrategia se desarrolló con 
diferentes finalidades. Aunque la calidad de los resultados de genotipado de un 
chip sea adecuada, siempre existe un número relativamente elevado de 
polimorfismos que se pierden por no cumplir los estrictos controles de calidad que 
deben establecerse en estos experimentos, uno de los objetivos de los métodos de 
imputación es precisamente recuperar datos perdidos. Además de esta aplicación, 
mediante esta estrategia se consigue deducir variantes que no se encuentran 
incluidas en el diseño de los chips. Con ello se puede llevar a cabo un estudio en 
profundidad (mapeo fino) de las regiones que se han encontrado asociadas, 
evitando así la posibilidad de perder señales de asociación importantes. Además, el 
uso de estos algoritmos facilita la combinación de resultados de diferentes estudios 
pudiendo realizarse meta-análisis y obtener más rendimiento de los estudios ya 
existentes. 
 Se han desarrollado diferentes algoritmos, pero todos ellos comparten el 
mismo fundamento. Se basan en la comparación de los haplotipos de los 
individuos de estudio con haplotipos de los individuos existentes en las bases de 
datos (paneles de referencia) para inferir los datos que faltan (figura 5) (Marchini J 
et al., 2010). De ahí la importancia de la selección de un panel de referencia 
adecuado para una población determinada, si se lleva a cabo la imputación con un 
panel de referencia inadecuado, es decir, de una población genéticamente diferente 






Figura 5. Esquema representativo los fundamentos de un algoritmo de 
imputación. En la imagen a, cada fila corresponde con un individuo y cada columna con un SNP; 
los genotipos están codificados como 0, 1 y 2. Los signos de interrogación corresponden con 
aquellos SNPs para los que no disponemos de datos. La figura b representa los logaritmos de los 
valores de p del estudio de asociación de los diferentes SNPs,, se puede observar que no se encuentra 
ninguna asociación. El primer paso del algoritmo de imputación es deducir los haplotipos 
(procedentes de la madre y del padre) de los individuos incluidos en el estudio (c). Para lo cual, 
debemos seleccionar un panel de referencia adecuado a la población de estudio (d). El algoritmo 
compara los haplotipos y deduce la información que faltaba; los genotipos imputados se muestran en 
color naranja (e). Se vuelve a realizar análisis de asociación con todos los datos y se encuentra que la 
asociación que proviene de 1 de los SNPs que se ha imputado (f). (Marchini J¸ et al Nat Rev Genet 
2010) 
 
Otra de las causas de la pérdida de heredabilidad puede ser, como se 
comentaba anteriormente, la asociación con variantes raras. Este problema tiene su 
origen en el diseño de los chips usados para los GWAS que no suelen incluir 




subyacen tras las enfermedades comunes tienen que ser polimorfismos 
relativamente comunes en la población (Lander ES, 1996; Chakravarti A, 1999). 
Además, las variantes raras son más difíciles de capturar con tSNPs. 
Recientemente, está reforzándose la hipótesis de que variantes raras puedan ser 
importantes en patologías complejas (Pitchard JK, 2001). Actualmente, los 
estudios de genes candidatos son la mejor opción para detectar asociación de 
enfermedades con variantes raras. Este planteamiento impulsó el desarrollo de un 
chip que permitiese el genotipado a gran escala, pero cuyo diseño estuviese basado 
en una hipótesis previa, es decir, se diseñó un estudio de genes candidatos pero 
que permitiese una escala de genotipado de alto rendimiento.  
El Illumina Infinium Genotyping Chip más conocido como Immunochip 
(iChip) se diseñó en 2009 específicamente para estudios inmunogenéticos. El 
objetivo de este proyecto era poder estudiar a fondo las regiones genéticas que se 
han encontrado asociadas a enfermedades de base inmunológica o aquellas que por 
su función puedan estar involucradas en dichas enfermedades. En el diseño del 
iChip participó un consorcio de investigadores que se basó en el conocimiento de 
las bases genéticas de 11 enfermedades entre las que cabe destacar artritis 
reumatoide (RA), psoriasis y enfermedad de Crohn (CD) entre otras. Como 
resultado de la información existente se diseñó un chip que incluye 196.524 
polimorfismos (718 inserciones o deleciones pequeñas y 195.806 SNPs) que 
mapean 189 regiones del genoma. Otra característica particular de este chip es que 
incluye buenos marcadores de ancestría (sobre todo para población caucásica) que 
permiten realizar estudios de estratificación de poblaciones y evitar sesgos 
derivados de este problema, mejorando así el análisis. El chip también incluye un 
conjunto muy denso de SNPs de la región del complejo mayor de 
histocompatibilidad humano (HLA) y de las regiones colindantes, para poder 
llevar a cabo estudios de imputación de esta región. Esta característica es muy 
interesante ya que, esta región, como se explicará más adelante, es muy importante 




grado de polimorfismo tan extremadamente elevado que presenta (Cortes A et al., 
2011).  
El estudio de las bases genéticas de diferentes enfermedades utilizando 
iChip ha constituido un éxito que se ha traducido en un incremento del 
conocimiento de estas bases en enfermedades como esclerosis sistémica (SSc), 
arteritis de células gigantes (GCA), etc. (Mayes MD et al., 2014; Carmona FD et 
al., 2015). 
Independientemente del abordaje que se utilice, tras la identificación 
inicial de la asociación de un gen con una patología, se hace imprescindible 
realizar estudios de replicación en la misma y/o en diferentes poblaciones para 
validar las asociaciones descritas. Las replicaciones son muy importantes para 
evitar errores tipo I (falsos positivos), ya que, los estudios de asociación pueden 
estar influenciados por múltiples factores como pueden ser sesgos de selección, 
sesgos de genotipado, malas clasificaciones de grupos de estudio, factores de 
confusión, etc., lo que podría resultar en asociaciones falsas. Así, un resultado en 
el que las replicaciones en diferentes poblaciones sean consistentes indica una 
fuerte evidencia de verosimilitud de la asociación mientras que la falta de 
replicación entre poblaciones, aunque no tiene por qué implicar necesariamente lo 
contrario, determina la necesidad de realizar estudios complementarios para 
establecer o rechazar la asociación del gen con la enfermedad (Tabor HK et al., 
2002). 
3. Enfermedad de Behçet 
Aunque las manifestaciones clínicas de la enfermedad de Behçet (BD) 
fueron descritas por Hipócrates en el siglo V A.C. (Freigenbaum A, 1956), fue en 
1937 cuando el dermatólogo turco Hulusi Behçet describió la enfermedad 
caracterizándola por la presencia de aftas orales, aftas genitales y uveítis (Behçet 
H, 1937; Behçet H, 1938; Behçet H, 1940). Se trata de una enfermedad crónica 
que cursa con brotes y recidivas, la edad de comienzo suele situarse en torno a los 




S et al., 2008). Desde el punto de vista clínico, la BD se clasifica como una 
vasculitis sistémica que puede afectar a vasos sanguíneos de cualquier calibre. De 
ahí, que el cuadro clínico que muestran los pacientes sea muy amplio y diverso. 
Además de las características clínicas antes mencionadas, los pacientes suelen 
presentar con frecuencia lesiones cutáneas, artritis, manifestaciones 
gastrointestinales y/o neurológicas (Mendes D et al., 2009). Al no existir ningún 
síntoma patognomónico de la enfermedad ni tampoco ningún biomarcador 
específico, su diagnóstico se basa en criterios clínicos y sistemas de clasificación. 
Los criterios que más se utilizan actualmente son los propuestos por el grupo de 
estudio internacional de BD (ICBD) en 1990 (International Study group for 
Behcet´s disease, 1990) (tabla 2). 
Tabla 2. Criterios diagnósticos del grupo internacional para el estudio de la 




Aftas menores, aftas mayores o ulceración herpetiforme 
observadas por el clínico o por el paciente con recurrencia de 








Uveitis anterior, uveítis posterior o presencia de células en el 
vítreo en el examen con lámparas de hendidura. Vasculitis 
retiniana diagnosticada por un oftalmólogo 
Lesiones 
cutáneas 
Eritema nodoso observado por el médico o por el paciente, 
pseudofoliculitis o lesiones papulo-pastulosas, ó nódulos 
acneiformes observados por el médico en pacientes post-
adolescentes no tratados con corticoides 
Test de patergia 
positivo 
Fenómeno de patergia positivo, evaluado por un médico a las 
48 horas 
DIAGNOSTICO 





La enfermedad también es conocida como la enfermedad de La Ruta de la 
Seda, debido a que la distribución geográfica de la misma coincide con la ruta que 
usaban los mercaderes para conectar oriente con occidente (figura 6). La 
prevalencia a lo largo de esta ruta no es homogénea, siendo el país con más 
incidencia Turquía con 421 pacientes cada 100.000 habitantes, mientras que en 
España la prevalencia es de 6 pacientes cada 100.000 habitantes (Cho SB et al., 
2012; González-Gay MA et al., 2000; Graña G et al., 2001). Debido a su baja 
prevalencia en España, se la cataloga dentro de las enfermedades raras. La relación 
geográfica con la prevalencia sugiere influencia de factores genéticos, ambientales 
o la confluencia de ambos en la predisposición a la enfermedad. 
 
 
Figura 6. Representación esquemática de la distribución universal de la 
enfermedad de Behçet. La prevalencia de la enfermedad se representa con el tamaño y el color 
de los punto (Adaptada de Cho et al., 2012). 
La etipatogénesis de la enfermedad sigue siendo desconocida pero algunos 
estudios muestran relación con agentes infecciosos. En 1997 se describió un 




virus simple tipo I presentaban síntomas de esta enfermedad, entre los que se 
incluían úlceras cutáneas, orales, gastrointestinales y genitales, junto con 
inflamación ocular y artritis (Sohn S et al., 1997). Además, en determinados 
estudios se ha descrito que los pacientes presentan un aumento de niveles séricos 
de anticuerpos frente a herpes virus en comparación con controles sanos (Lee S et 
al., 1996; Sohn S et al., 1998).  
Los microorganismos más estudiados en relación con BD son 
estreptococos concretamente se han identificado Streptococcus sanguis, 
Streptococcus mitis y Streptococcus salivarius (Kapsimali VD et al., 2010) en las 
frecuentes infecciones nasofaríngeas y caries dentales que presentan estos 
pacientes. Además, algunos autores han descrito una respuesta de 
hipersensibilidad frente a antígenos de Streptococcus sanguis mediada por 
monocitos de sangre periférica y de la piel de los pacientes, respuesta que no se 
encuentra en los procedentes de individuos sanos (Kaneko F et al., 2008). 
También se ha descrito un agravamiento de los síntomas de la enfermedad en el 
transcurso de infecciones dentales (Mizushima Y et al., 1988). Sin embargo, 
aunque los microorganismos pueden estar involucrados en el origen del desajuste 
de los mecanismos inmunológicos que conducen a la enfermedad, no hay ninguna 
evidencia de que ningún microorganismo sea el causante de la misma. 
 
4. El sistema inmune y la enfermedad de Behçet 
La BD es una enfermedad de base inmunológica, clásicamente, este tipo 
de enfermedades se clasificaban como enfermedades autoinmunes atribuyéndose 
la enfermedad a fallos en el sistema inmunitario adaptativo. Más recientemente se 
han empezado a apreciar diferencias entre patologías. Así, la inflamación que se 
produce en muchas de estas enfermedades ha pasado a considerarse causa más que 
una mera consecuencia de las mismas. El término autoinflamación se acuñó 




causa para englobar a aquellas enfermedades en la que el sistema inmune innato es 
el principal responsable de la enfermedad. 
  
 
Figura 7. Clasificación de las enfermedades de base inmunológica. Existe un 
eje continuo en el que se clasifican las enfermedades inmuno-mediadas dependiendo del grado de 
implicación del sistema inmune innato (autoinflamación) y del sistema inmune adapatativo 
(autoinmunidad). En el centro de este eje, encontramos las enfermedades de patrón mixto, entre las 
que se encuentra la enfermedad de Behçet. (Adaptada de McGonagle D PLoS Med, 2006)  
Hoy día, se define un eje continuo entre autoinmunidad y autoinflamación, 
de manera que, en cada extremo de este eje se encontrarían las raras enfermedades 
autoinmunes y autoinflamatorias monogénicas, en el centro se situarían las 
enfermedades de patrón mixto, en las que la participación de componentes de la 
inmunidad innata y adaptativa es similar y a ambos lados de éstas, las 




autoinmune como el lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide o 
autoinflamatorio como la colitis ulcerosa (UC) o CD. La BD quedaría englobada 
precisamente en el centro, entre las enfermedades de patrón mixto, junto con otras 
como la espondilitis anquilosante (AS) y la psoriasis con las que comparte una 
serie de características que veremos más adelante (Doria A et al., 2012; 
McGonagle MC et al., 2206) (figura 7). 
Se considera que los linfocitos principalmente implicados en la 
inmunopatogénesis de Behçet son los linfocitos T. Se han descrito numerosas 
alteraciones en la homeostasis de las células T (γδ, citotóxicas, Th1 y Th17) de 
estos pacientes. Sabemos que los linfocitos T γδ desarrollan un papel muy 
importante como primera línea de defensa en la inmunidad de las mucosas y, 
como se ha comentado anteriormente, los pacientes con BD tienen numerosas 
lesiones en las mucosas, por lo que estos linfocitos han sido ampliamente 
estudiados en relación con la enfermedad. Aunque su papel en el desarrollo de la 
patología todavía no está claro, hay un incremento en cuanto a población y a 
activación de estas células tanto en sangre periférica como en los sitios de las 
lesiones mucosas (Hamazaoui K et al., 1194; Freysdottir J et al., 2006). Se piensa 
que el aumento de células activadas en la sangre de los pacientes durante la fase 
activa de la enfermedad se debe a la estimulación de las mismas por productos de 
los microorganismos presentes en las ulceras bucales (Bank I et al., 2003). 
Los cambios en el equilibrio Th1/Th2 se han relacionado con diversas 
enfermedades autoinmunes, en el caso de la BD, se ha observado un incremento de 
citoquinas Th1 en sangre y se ha encontrado IL12, IL18 e IFNγ en lesiones de 
pacientes con enfermedad en fase activa. También se han observado infiltrados de 
células Th1 en úlceras orales y genitales, lesiones cutáneas y gastrointestinales 
(Ben Ahmed M et al., 2004; Dalghous AM et al., 2006; Ferrante A et al.¸2010). 
Por otro lado, los monocitos activados de los pacientes producen citoquinas 
inflamatorias como IL1β, IL12 y TNFα entre otras, dirigiendo una polarización de 
la respuesta inmune hacía la ruta Th1 (Kapsimali VD et al., 2010). También se han 




periférica de pacientes con esta enfermedad al compararlos con controles (Chi W 
et al., 2011). La IL23 induce la producción de IL17 por los linfocitos T y esta 
citoquina promueve una respuesta inflamatoria mediada por neutrófilos. En las 
fases tempranas de las lesiones se ha observado infiltración de neutrófilos 
hiperactivados (Eksioglu-Demiralp E et al., 2001) lo que se traduce en un 
incremento en los niveles de especies reactivas de oxígeno, adhesión endotelial, 
quimiotaxis y fagocitosis (Kobayashi M et al., 2000; Carletto A et al., 1997; 
Efthimiou J  et al., 1989; Neves FS et al., 2009). Todos estos datos sugieren que el 
equilibrio  Th17/Th1 es un factor importante en la regulación de la actividad de la 
inflamación en BD (Kim J et al., 2010). 
Se ha investigado el papel de varios autoanticuerpos como los anticuerpos 
anti-células endoteliales (Cervera R et al., 1994; Aydintug AO et al., 1993; 
Direskenelil H et al., 1995), anticardiolipinas (Kawakami T et al., 2009; Musabak 
U et al., 2005) y anti-Saccaromyces cerevisiae (Monselise A et al., 2006) en BD 
pero, hasta la fecha, no hay ningún dato que nos indique que ninguno de ellos sea 
relevante en el desarrollo de esta patología.  
 
5. Enfermedad de Behçet como enfermedad compleja 
A pesar de los avances que se han producido en el conocimiento de la 
enfermedad, la etiología de la BD sigue siendo en gran parte desconocida, aunque 
sabemos que determinados factores ambientales desencadenan la enfermedad en 
individuos genéticamente susceptibles. Son muchas las evidencias que sostienen 
que esta enfermedad tiene una base genética. Por un lado el hecho de que, como se 
ha comentado anteriormente, la prevalencia de la enfermedad dependa en gran 
medida de la localización geográfica sugiere, al menos en parte, predisposición 
genética. Además, hay estudios que demuestran cierta agregación familiar (Koné-
Paut I et al., 1999), ya que, la frecuencia de casos entre familiares de pacientes se 
encuentra entre 1-18%, siendo mayor en turcos (18.2%), coreanos (15.4%) y 




descrito que la concordancia de padecer la enfermedad es mayor entre los gemelos 
homocigóticos que entre los dicigóticos (Masatlioglu S et al., 2010). 
 
5.1 HLA en la enfermedad de Behçet 
Los genes del sistema HLA se encuentran en una región localizada en el 
brazo corto del cromosoma 6 que abarca unas 4 MB. Las moléculas HLA se 
dividen en dos grandes grupos (clase I y clase II) según su estructura, distribución 
celular y función.  
Con respecto a la estructura, las moléculas de clase I constan de una sola 
cadena pesada, α, que se asocia con la cadena β2 microglobulina; mientras que las 
moléculas de clase II están formadas por dos cadenas polipétidicas de peso 
molecular similar denominadas α y β. 
En cuanto a la distribución celular, las moléculas de clase I se expresan de 
manera constitutiva en la mayoría de las células del organismo, mientras que, en 
general, las moléculas de clase II se expresan de manera constitutiva sólo en 
células presentadoras de antígenos. 
En relación con la función, las moléculas de clase I presentan péptidos a 
las células T CD8 y además, algunas de ellas, controlan la actividad NK a través 
de su unión a determinados receptores inhibidores de estas células, los 
denominados KIR; mientras que, las moléculas de clase II presentan péptidos a los 
linfocitos T CD4. Existen diferentes tipos de moléculas HLA clásicas, entendiendo 
por tales las que son capaces de presentar péptidos a las células T α/β, son las 
moléculas A, B y C (clase I) y DR, DQ y DP (clase II). Además, existen las 
denominadas moléculas HLA no clásicas (cómo HLA-E, HLA-F, HLA-G, MIC-
A, MIC-B, etc.), semejantes a las clásicas en cuanto a su estructura pero 
desempeñan funciones diferentes, algunas regulan la actividad de las células NK y 




La región HLA es la que alberga el mayor número de asociaciones 
descritas para una amplia variedad de enfermedades relacionadas con el sistema 
inmune (de Bakker PI et al., 2012) 
Como en otras enfermedades de patrón mixto se ha visto que las 
moléculas de HLA de clase I tienen un papel importante en la enfermedad de 
Behçet.  
Las primeras asociaciones entre HLA y BD fueron descritas en la década 
de los 70 (Ohno S et al., 1973) y en ellas se relacionaba la predisposición a 
padecer la enfermedad con la presencia de una determinada molécula HLA-B, 
concretamente B51. Desde que Ohno describiera la asociación de HLA-B51 con la 
BD, multitud de estudios realizados en diferentes poblaciones han obtenido 
resultados similares encontrando asociación entre esta molécula y la enfermedad 
con valores de OR bastante elevados (de Menthon M et al., 2009), por lo que 
pudieron ser detectadas en cohortes relativamente pequeñas. Sin embargo, todavía 
hoy no se conocen los mecanismos involucrados en dicha asociación. Podemos 
afirmar que, décadas después de que se describiera esta asociación y a pesar de las 
múltiples y consistentes replicaciones, hay una sorprendente falta de progreso a la 
hora de encontrar las variantes causales de la misma y, además, siguen 
publicándose resultados contradictorios en algunos aspectos. 
La causa principal de la aparente falta de progreso en esta cuestión se 
encuentra en la complejidad de la región HLA. Así, la densidad génica de esta 
región es muy alta, comprende sobre unos 160 genes codificantes de proteínas, 
con un número desproporcionadamente elevado de genes relacionados con el 
sistema inmunitario, entre los que se encuentran, además de los propios genes 
HLA, otros que codifican proteínas del sistema complemento, choque térmico 
(HSP), factor de necrosis tumoral (TNF), etc. Además, los genes se encuentran 
agrupados según su función, por ejemplo, en la figura 8 podemos ver como los 
genes que codifican las diferentes moléculas de HLA de clase I se encuentran 




ejemplo, en la mejora de la coordinación de la regulación de la expresión génica. 
Además, esta ordenación favorece el intercambio de secuencias entre genes 
parálogos y, por tanto, la diversificación de las diferentes familias de genes, hecho 
que propicia un sistema fácilmente adaptable y que sería ventajoso en términos 
evolutivos si tenemos en cuenta su función (Traherne JA, 2008). Se trata también 
de una región con un altísimo LD entre los diferentes genes, consecuencia de una 
tasa relativamente baja de recombinación incluso a distancias considerablemente 
grandes (Mmiretti MM et al., 2005; The International HapMap Consortium, 2005; 
de Bakker PI et al., 2006).   
 
Figura 8. Esquema de los genes de la región HLA. Este esquema reducido de la 
región 6p21.3-22.1 en la que se observan dos tipos de agrupaciones. Por un lado encontramos genes 
que han sufrido duplicación, como el sistema HLA, y por otro, genes que aunque no están 
relacionados desde un punto de vista estructural, ya que no presentan homología en sus secuencias, si 
se relacionan desde el punto de vista funcional, ya que, codifican moléculas muy importantes para el 
sistema inmune como las moléculas del sistema del complemento. (Traherne et al., 2008). 
En definitiva, todos estos problemas dificultan enormemente el 
establecimiento definitivo de la variante causal y hay trabajos recientes que siguen 
poniendo en duda que dicha variante resida en el gen HLA-B. Como ejemplo, 
numerosos trabajos han estudiado la relación de la enfermedad con moléculas 




molécula MICA. El gen MIC-A, se encuentra situado junto a HLA-B y algunos 
estudios sugieren que la asociación de la región con la enfermedad se debe a un 
polimorfismo de repetición en la región transmembrana del gen MIC-A (Mizuki N  
et al., 1999); sin embargo, otros estudios defienden que dicha asociación se debe 
al gran LD existente entre este gen y HLA-B (González-Escribano MF et al., 1999; 
Yabuki K et al., 1999; Wallace GR et al., 1999; Mizuki N et al., 2000, Salvarani C 
et al., 2001; Cohen R et al., 2002; Mizuki N et al., 2002; Park SH et al., 2002). 
Además, también se ha propuesto asociación de otros genes no HLA localizados 
en esta región y que son buenos candidatos, entre ellos, el más estudiado ha sido el 
TNF cuya asociación independientemente de HLA-B tampoco está confirmada 
(Zhang M et al., 2013). 
Centrándonos en las moléculas clásicas del sistema HLA, una de las 
características más reseñables es su gran variabilidad, la cual reside en su elevado 
grado de poligenismo y polimorfismo. En cuanto al poligenismo, ya se ha 
comentado que existen varios genes que codifican moléculas diferentes con la 
misma función. Además, cada gen es altamente polimórfico, es decir, presenta 
multitud de formas alélicas diferentes, algunas muy frecuentes y otras 
extremadamente raras y cuya frecuencia puede variar de unas poblaciones a otras. 
En la base de datos de inmunogenética internacional, IMGT/HLA se han 
documentado más de 8000 alelos. Se considera que HLA-B es probablemente la 
región más polimórfica de todo el genoma con más de 3000 variantes descritas 
(Robinson J et al., 2015). Esta diversidad en el número de alelos, que aumentaría 
la probabilidad colectiva de la especie en cuanto a la capacidad de presentación de 
péptidos, incrementaría también las diferencias en el sistema inmune del conjunto 
de los individuos de la especie (Traherne JA, 2008). 
A todos los problemas inherentes a las peculiaridades de esta región, hay 
que sumar la falta de estudios que dispongan de tamaños poblacionales adecuados, 
ya que no hay que olvidar que se trata de una enfermedad rara. Además, las 
técnicas de tipaje HLA han ido evolucionando en el tiempo, desde técnicas 




bastante limitado, a técnicas de genotipado mediante biología molecular, más 
precisas y que permiten poner de manifiesto un mayor grado de polimorfismo. 
Actualmente, existen diferentes técnicas de genotipado de HLA pero todas ellas 
son costosas en tiempo y en dinero lo que se convierte en una limitación para 
llevar a cabo estudios con cohortes amplias (Erlich H, 2012). 
Recientemente se han publicado dos estudios a gran escala con el objetivo 
de profundizar en el conocimiento de las bases que sustentan la asociación de 
HLA con BD (Huges T et al., 2013; Ombrello MJ et al., 2014). Ambos trabajos se 
basan en los nuevos métodos de imputación y nuevos algoritmos que, además de 
imputar los alelos clásicos, permiten obtener información acerca de la asociación 
de variantes aminoácidicas en diferentes posiciones de las moléculas y de los 
SNPs localizados fuera de la región codificante (Jia X et al., 2013). De esta 
manera, podemos detectar con mayor facilidad que con el tipaje clásico, si por 
ejemplo, la variante causal puede ser algún SNPs, que pudiera ser un eQTL y 
modificar, por tanto la expresión del gen, o puede ser algún aminoácido común a 
varias moléculas HLA. Además, la cobertura de la región es mejor, ya que incluye 
sitios polimórficos que podrían tener potencial informativo y que podrían estar 
perdiéndose si estudiamos la región únicamente a nivel de tipaje de alelos clásicos. 
La imputación de la región HLA, además de ser más asequible económicamente 
permite reanalizar los datos de chips de alto rendimiento y profundizar en el 
estudio de estos genes. 
  
5.2 Regiones no HLA y enfermedad de Behçet 
La asociación de la región HLA con BD sólo explica el 20-30% de la 
carga genética de la enfermedad (Yazici H et al., 2007), lo que indica que hay 
genes fuera de esta región que se encuentran involucrados en la patología. 
Se han realizado muchos estudios cuyo objetivo ha sido identificar los 
genes que son responsables del resto de la carga genética de la enfermedad pero, 




nuevo, la razón principal de esta falta de éxito es el bajo poder estadístico de los 
estudios individuales y la falta de replicaciones en diferentes poblaciones. 
Aunque los recientes análisis a gran escala han supuesto un avance en el 
conocimiento del componente genético de BD, está todavía lejos del de otras 
enfermedades inmuno-mediadas mas prevalentes, como por ejemplo de la artritis 
reumatoide, en las que, los estudios genéticos se han traducido en avances 
espectaculares en el conocimiento de la etiopatogénia. El avance en el 
conocimiento en el campo de enfermedades raras vendrá de la mano de proyectos 
colaborativos que permitan estudios con mayor poder estadístico los cuales pueden 
arrojar luz sobre el conocimiento de la fisiopatología de dichas enfermedades. 
La tabla 3 muestra un resumen de los estudios de alto rendimiento 
realizados en esta enfermedad. Los resultados de estos estudios y los subsecuentes 
estudios de replicación, sugieren asociación de IL-23R y de IL-10 con la 
enfermedad, pero en otros genes las asociaciones no han sido validadas porque no 
















Tabla 3. Resumen de los estudios GWAS realizados en la enfermedad de Behçet. 
Autor Fei Y Remmers EF Mizuki N Hou S Lee YJ 
Año 
publicación 
2009 2010 2010 2012 2012 
Población Turcos Turcos Japoneses Chinos Coreanos 
Nº Pacientes 152 1215 612 147 367 
Nº 
Controles 
















































































Nc= no consta.  
p=5x10-8 es el umbral que se usa en los estudios GWAS para considerar que existe una 
asociación de la variante con la enfermedad. Entre ese umbral y p= 5x10-4 se le considera zona gris, 
los polimorfismos aquí se encuentran en esta área, se dice que tienen tendencia a la asociación y se 
































El esclarecimiento de las bases genéticas que subyacen a las enfermedades 
complejas es una cuestión de interés que está siendo objeto de investigación muy 
activa por parte de la comunidad científica. A pesar de que se han producido 
algunos avances en los últimos años, la etiopatogenia de la enfermedad de Behçet, 
sigue siendo bastante desconocida, si bien, se considera que es una enfermedad 
que se desarrolla en individuos genéticamente predispuestos por el concurso de 
determinados factores medioambientales. Desde un punto de vista genético se 
considera una enfermedad compleja en cuyo inicio y progresión deben participar 
numerosos genes. La mejora del conocimiento de las bases genéticas de estas 
enfermedades ayuda a la comprensión de las bases moleculares y, por lo tanto, de 
los mecanismos fisiopatológicos subyacentes a las mismas. Además, este tipo de 
estudios contribuyen a la descripción de nuevos marcadores que pueden ser útiles 
para el diagnóstico y pronóstico e incluso para postular posibles dianas 
terapéuticas que mejoren el tratamiento. 
Objetivos 
Objetivo general:  
Estudiar las bases genéticas de la Enfermedad de Behçet. 
Objetivos específicos: 
1. Replicación en población europea de asociaciones genes/enfermedad 
descritas en otras poblaciones (trabajos 1, 2, 3 y 4). 
2. Búsqueda de nuevos genes candidatos (trabajos 5 y 6). 
3. Mejora del conocimiento del papel de las moléculas HLA en la 
enfermedad (trabajo 6). 
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Los títulos de las publicaciones relacionadas con estos objetivos son 
los siguientes:   
1. GIMAP and Behçet disease: no association in the European population. 
2. Lack of association of TNFAIP3 and JAK1 with Behçet’s disease in the 
European population. 
3. Association of CCR5∆32 and Behçet’s disease: New data of a case-control 
study in the Spanish population and meta-analysis. 
4. PTPN22 is not associated with Behçet’s disease. Study spanning the 
complete gene region in the Spanish population and meta-analysis of the 
functional variant R620W. 
5. Variants of the IFI16 gene affecting the levels of expression of mRNA are 
associated with susceptibility to Behçet disease. 
6. Large scale analysis in Behçet disease. Identification of residues 
associated in the HLA Class I region and new susceptibility loci. 
Diseño experimental 
Con el propósito de alcanzar los objetivos propuestos, se planeó el 
siguiente diseño experimental: 
Se trata de un estudio multicéntrico en el que han participado 16 
hospitales de toda España, en el cual se ha conseguido reclutar la cohorte de 
pacientes con BD más grande de Europa hasta la fecha. Actualmente contamos 
con un total de 416 pacientes, pero debido a que la recolección de muestras ha sido 
progresiva, la cohorte usada para cada trabajo varía dependiendo del momento en 
el que se realizaron los experimentos. Además, contamos con dos amplias cohortes 
de individuos sanos de origen español (una de aproximadamente 800 individuos, y 
otra de alrededor 1500 individuos), similares a la población de pacientes en 
términos de edad y proporción de género hombre/mujer. Las muestras biológicas 
de partida obtenidas tanto de los pacientes como de los controles fueron sangre y/o 
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saliva, a partir de estas muestras se procedió a realizar la extracción DNA y los 
procedimientos necesarios para alcanzar los objetivos enumerados anteriormente. 
Para alcanzar el objetivo 1, el primer paso consistió en una revisión 
exhaustiva de la bibliografía referente a la genética de BD, seguida de una 
selección de genes potencialmente relevantes. En cuanto a los criterios de 
selección de los genes, por un lado escogimos aquellos que recientemente se 
habían descrito como asociados a la enfermedad pero solo en una población 
siempre que esta no fuera caucásica. Además, seleccionamos genes cuyo papel en 
otras enfermedades relacionadas con el sistema inmune estuviese bien establecido 
pero en los que los resultados publicados para BD no fueran concluyentes. Todos 
los polimorfismos a replicar menos uno consistían en genotipado de SNPs que se 
realizó con PCR a tiempo real mediante sondas TaqMan. El polimorfimo restante 
consistía en una deleción de 32 pares de bases siendo, en este caso particular, la 
técnica más adecuada la PCR seguida de electroforesis capilar. En aquellos casos 
en los que los genes ya se habían estudiados en esta enfermedad en varias 
poblaciones con resultados contradictorios, además del estudio caso-control, 
realizamos un meta-análisis con los datos disponibles. 
Para lograr el objetivo 2, nos planteamos dos estrategias diferentes, para 
cada una de las cuales elegimos la plataforma de genotipado que nos pareció más 
adecuada. Por un lado, realizamos un estudio de 74 tSNPs de nueve genes 
diferentes para el que necesitábamos una plataforma de genotipado de rendimiento 
medio, la plataforma escogida para este estudio fue SEQUENOM iPlex 
MassARRAY que es una plataforma multiplex. Por otro lado, realizamos un 
estudio de alto rendimiento, para el que seleccionamos la plataforma iChip. Este 
chip incluye 196.524 polimorfismos, los cuales cubren un mapeo denso de 189 
regiones del genoma, todas ellas relacionadas con el sistema inmunitario y abarca 
muy bien la gran variabilidad existente en la región HLA. Los estudios de  
replicación de las nuevas asociaciones identificadas se llevaron a cabo mediante 
PCR a tiempo real con sondas TaqMan. 
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Para conseguir el objetivo 3 realizamos una imputación de los datos de 
genotipado de la región HLA obtenidos en el iChip, mediante el programa 
SNPHLA2. Este programa utiliza un algoritmo específico desarrollado para la 
región HLA. Mediante el uso de este algoritmo, además de deducir los alelos 
clásicos, también se obtiene información de las variaciones de aminoácidos en las 
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Table 1   Distribution of the GIMAP alleles of the 5 SNPs included in the study among Spanish Behçet disease (BD) patients* and healthy 
controls† 
Allele frequencies Allelic model Dominant model 
*Patients fulfilled the 1990 International Study Group classification criteria for BD.6 
†Bone marrow and blood donors were included as healthy controls. 
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GIMAP and Behçet disease: no association 
in the European population 
 
Behçet disease (BD) is a multifactorial disorder with a highest 
prevalence among people with Mediterranean  or  Asian  ances-  
try having association with HLA-B51 and other  HLA  and  non-
HLA loci.1–4 Very recently,  one  genome-wide  association study 
(GWAS) identiﬁed the GIMAP locus, which encoded pro- teins 
involved in development of the T and B lymphocytes, as associated 
with the disease in the Asian populations.5 To inves- tigate whether 
this association  is  replicated  in  Europeans,  a  total of 1086 (326 
patients and 760 controls) Spanish  indivi-  duals of European 
origin  were  genotyped  after  obtaining  written informed consent 
and approval from the local ethical committees  of  all  the  
institutions  involved.  Patients  fulﬁlled the 
1990 International Study Group classiﬁcation criteria for 
Behçet’s disease,6 and the group was composed of 44.5% men 
with the following clinical features: 100% had oral ulcers, 
63.6% genital ulcers, 58.7% uveitis, 48% arthritis, 20.2% vas- 
cular, 21.9% neurological and 19.2% gastrointestinal involve- 
ment.   Regarding   HLA   association,   in   addition   to   B*51      
( p<10−7,  OR=4.11,  95%  CI  2.79  to  6.06),  B*57   was      found 
to be risk factor in this cohort with an OR similar to that pro- 
vided  by  B*51  ( p=0.00008,  OR=3.70  95%  CI  1.78  to 7.83).7 
The a priori statistical power (SP) values were calculated using  
the CaTS Power Calculator (http://www.sph.umich.edu/csg/ 
abecasis/CaTS/), and they  were greater than 85% for the  allelic  
as well as for the dominant models at the 5% signiﬁcance level 
with the ORs previously described  in  the  Korean  population5  
and the minor allele  frequencies  described  for  these  SNPs  in  
the CEU (Utah residents with ancestry from  northern  and  
western Europe) population.8 Frequencies of the  risk  alleles  of 
the single  nucleotide  polymorphisms  (SNPs)  within  GIMAP4 
and       GIMAP2:       rs1916012A,       rs1522596A,        rs1608157C, 
rs10266069A and rs10256482T were higher in the Spanish 
(0.577,  0.583,  0.575,  0.489  and  0.584,  respectively)  than   in 
the  Korean  (0.484,  0.484,  0.484,  0.411  and  0.425,     respect- 
ively) and the Japanese (0.410, 0.410, 0.408, 0.403 and 0.403, 
respectively) healthy populations. The frequency of the 
rs2286900A, the risk allele in the GIMAP1 region, was lower   
in our population (0.085) than in the Korean (0.141) and in 
the Japanese (0.196) populations. The SP calculated according 
to the allelic frequencies in our controls were also greater than 
85% to detect an association similar to that described in 
Koreans for the allelic as well as for the dominant models, at  
the 5% signiﬁcance level. No statistically signiﬁcant differences 
were observed among the patient and the control groups either 
in the allelic or in the dominant models (table 1). Therefore,     
in spite of an adequate SP, the association between the GIMAP 
and BD was not replicated in our cohort. In agreement with   
our  results,  no  association  of  this  region  with  BD  has   been 
reported in Europeans. There are  differences  among  popula- 
tions in the set of genes inﬂuencing a speciﬁc pathology,9 for 
example,  Lee  et  al5  reported  not  having  found  an  association  
of this disease  with  the  IL23R-IL12RB2  and  IL-10  regions  
which have been associated with BD in several studies and in 
different populations.2–4 9 Discrepancies could be due, among  
other reasons, to the different features of the cohorts  mainly  
when the primary association is with clinical manifestations. 
Unfortunately, we have no power for analysis according to clin- 
ical ﬁndings or HLA groups and, therefore, we cannot discard 
association with speciﬁc subgroup of the disease. In  conclusion, 
the association described in Asian populations between  the 
GIMAP region and Behçet’s disease was not replicated in 
Europeans, but inﬂuence of  this  region  in  clinical  features  
cannot  be  ruled  out.  DNA  was  obtained  from  peripheral  blood 
or saliva using previously described standard methods. All the 
SNPs were genotyped using TaqMan SNP Genotyping Assays 
(Applied Biosystems, Barcelona, Spain)  in  a  7500  Real  Time  
PCR System (Applied Biosystems) following the manufacturer’s 
instructions. About 10% of  the  samples  were  genotyped  twice  
to verify the genotyping consistency, showing 99% identical 
genotypes, and the genotype success rate was higher than 95%   
for  all  the  SNPs. 
The  χ2   test  was  used  to  test  Hardy–Weinberg equilibrium 
(HWE), and to compare allelic and genotype distributions in 
control and patient groups. OR and 95% CI were calculated 
according to the  Woolf  method.  The  study  population  was  
found  to  be  in  the  HWE  for  all  the  polymorphisms  analysed     
( p>0.05). None of the p values were lesser than 0.05, the value 
that we considered statistically  signiﬁcant. 
The Linux software PLINK V.1.07 (http://pngu.mgh.harvard. 








 Alleles Cases n=326 Controls n=760  p Value OR  (95% CI)  p Value OR  (95% CI) 
GIMAP 4          
rs1916012 A 0.571 0.577  0.802 0.976 (0.808 to 1.179)  0.524 0.895 (0.636 to 1.26) 
rs1522596 A 0.581 0.583  0.939 0.993 (0.822 to 1.2)  0.799 0.956 (0.674 to 1.355) 
rs1608157 C 0.564 0.575  0.654 0.958 (0.792 to 1.158)  0.509 0.891 (0.634 to 1.254) 
GIMAP 2          
rs10266069 A 0.506 0.489 0.468 1.071 (0.889 to 1.29) 0.371 1.15 (0.847 to 1.56) 
rs10256482 T 0.600 0.584 0.510 1.07 (0.880 to 1.293) 0.574 1.112 (0.769 to 1.608) 
GIMAP 1        
rs2286900 A 0.099 0.085 0.293 1.184 (0.864 to 1.624) 0.19 1.254 (0.894 to 1.761) 
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ABSTRACT
Objective. Behçet’s disease (BD) is an 
immune-mediated and complex disease 
which has been associated with HLA 
class I molecules although other genes 
such as IL23R and IL10 have also been 
involved in the susceptibility to BD. 
Recently, an association of variants of 
the JAK1 and TNFAIP3 genes with the 
disease has been reported in the Chi-
nese Han population. The aim of the 
present work was to asses whether the 
association described in Asian popula-
tions is replicated in Europeans. 
Methods. This study includes a total of 
1155 Spanish subjects of European ori-
gin (372 BD and 783 unrelated healthy 
individuals). Patients were recruited 
from different hospitals and controls 
were collected in the same geographic 
regions and they matched with patients 
in age and gender. A total of five SNPs, 
two in the JAK1 gene: rs2780815 and 
rs310241 and the other three in the 
TNFAIP3: rs10499194, rs9494885 and 
rs610604, were included in this study. 
The genotyping of these SNPs was per-
formed using a real time PCR system 
(TaqMan® SNP Genotyping Assays). 
Results. No statistically significant dif-
ferences were found when the patient 
and control groups were compared. 
The distribution of the risk alleles was 
similar in patients with and without eye 
manifestations and in patients with and 
without HLA-B*51. 
Conclusion. The association of vari-
ants of the genes JAK1 and the 
TNFAIP3 with BD which has been de-
scribed in the Chinese population was 
not replicated in Europeans.
Introduction
Behçet’s disease (BD) is an immune-
mediated and complex disease in which 
certain environmental factors such as 
infectious agents are the triggers of the 
disease in genetically predisposed in-
dividuals (1). This rare disease is most 
common along the old route named 
“Silk Road”, stretching from China to 
the Mediterranean area (2). This par-
ticular geographical distribution in ad-
dition to the familial aggregation and 
association with HLA class I molecules 
(specifically with HLA-B51) are evi-
dences supporting genetic contribution 
into the pathogenesis of the disease (3, 
4). The contribution of the HLA region 
to the genetic component has been es-
timated to be approximately 20% (5). 
Some genes such as IL23R, IL10 and 
others have been related with BD in 
different populations (6-10), whereas in 
other cases the association seems to be 
limited to one ethnic group or specific 
population (11-14). The complexity of 
this vasculitis which is clinically char-
acterized by the presence of oral and 
genital ulcerations but whose manifes-
tations are diverse and they can spread 
to eyes, joints, digestive system, etc. (1) 
is an additional difficulty to establish 
whether a gene is related with the dis-
ease itself or with a specific subgroup. 
The JAK1 (Janus kinase 1) gene is lo-
cated in 1p32.3-31.3, this gene encodes 
a large and widely expressed mem-
brane-associated phosphoprotein with 
protein-tyrosine kinase activity, which 
is involved in the signal transduction 
pathways of interferon-alpha/beta and 
gamma (15). The TNFAIP3 (Tumour 
necrosis factor alpha-induced protein 
3) gene is located at 6q23, this gene 
encodes an ubiquitin-editing enzyme 
(also known as A20) which is involved 
in NF-kappa-B responses and as a con-
sequence, it is a key regulator in differ-
ent immune and inflammatory respons-
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es (16). Therefore, from a functional 
perspective, these two genes are good 
candidates for association with immu-
no-mediated diseases; in fact, they have 
been related with different autoimmune 
diseases (17-19). Recently, an associa-
tion of variants of the genes JAK1 and 
TNFAIP3 with BD has been reported in 
the Chinese Han population (20, 21) in 
patient cohorts with 100% uveitis. Nev-
ertheless, the association of these genes 
with BD has been not yet investigated 
in Europeans neither in BD patients 
without ocular involvement. 
The aim of the present work was to ass-
es whether the association of JAK1 and 
TNFAIP3 described in the Chinese Han 
population is replicated in Europeans. 
Material and methods
Subject of study
The study includes 372 BD patients 
(161 males and 211 females) with 
a mean age at onset (years)  SD of 
48.22±12.19 who fulfilled the crite-
ria  of 1990 of the International Study 
Group for the classification of Behçet’s 
disease (22) and 783 unrelated healthy 
individuals recruited in the same geo-
graphic regions who matched in age 
and gender with BD patients. All the 
subjects were Spanish from European 
origin and they were recruited from 
different Spanish hospitals. The study 
was approved by the local ethics com-
mittees of all the participant hospitals, 
A Coruña (CHU A Coruña), Almería 
(H. Torredecárdenas), Barcelona (H. 
Clinic, Vall d’Hebron and Mútua Ter-
rassa),  Granada (H. Clínico San Cecil-
io), Madrid (H. de la Princesa), Málaga 
(H. Carlos Haya), Palma de Mallorca 
(H, Universitari Son Espases), Pamplo-
na (H. Virgen del Camino), Santander 
(H. Marques de Valdecilla) and Sevilla 
(H. Virgen del Rocío and H. Virgen de 
Valme) and a written informed con-
sent was obtained from all participants. 
Clinical features of the patient group 
were: 100% had oral ulcers, 66% geni-
tal ulcers, 59% uveitis, 51.6% arthritis, 
and 22% vascular, 23% neurological 
and 20% gastrointestinal involvement.
DNA extraction
Peripheral blood or saliva were used 
as the starting material. Genomic DNA 
was extracted using the QIAamp DNA 
Mini Kit (Quiagen, Barcelona, Spain) 
according to the manufacturer’s rec-
ommendations and stored at -20ºC 
until use. The purity of DNA was de-
termined using NanoDrop spectro-
photometer (Thermo Fisher Scientific, 
Wilmington, DE, USA). Only those 
DNA samples having a 260/280 ratio 
between 1.7 and 2.0 and a final concen-
tration of 10-20 ng/μl were genotyped. 
SNP selection and genotyping
Regarding the JAK1 gene, we selected 
two out of the three SNPs whose as-
sociation to BD has been reported in 
the Chinese Han population (20). The 
minor allele frequency (MAF) values 
of the two selected SNPs, rs2780815 
and rs310241, in Europeans are 0.47 
and 0.24, respectively. The other SNP 
associated in the Chinese population, 
rs3790532, was excluded because it is 
not polymorphic in Europeans (MAF 
is zero) and, in addition, it is in a com-
plete linkage disequilibrium (LD) with 
the rs310241 (r2=1; D’=1) in the Asian 
population (http://www.1000genomes.
org). Concerning the TNFAIP3 gene, 
three SNPs: were found associated with 
BD in the Chinese Han population, 
rs10499194, rs7753873 and rs9494885 
(21). From these, we choose rs10499194 
and rs9494885 (MAF 0.26 and 0.08, 
respectively in Europeans). The last is 
in a strong LD with rs7753873 (r2=1; 
D’=1) in Asian and European popula-
tions. Another SNP in the TNFAIP3 
was also included in the present study, 
rs610604. This SNP was genotyped in 
the Chinese cohort and statistically sig-
nificant differences in the distribution 
of frequencies in patients and controls 
were not found. Nevertheless, we de-
cided to include this SNP because the 
MAF in Europeans is higher than in 
Asians (0.33 vs. 0.09) and, as a con-
sequence, the statistical power for this 
SNP is higher in our population assum-
ing that the rest of the conditions were 
similar. Genotyping of these SNPs was 
performed using TaqMan® SNP Geno-
typing Assays (Applied Byosistems, 
Barcelona, Spain) in a LightCycler 480 
(Roche, Barcelona, Spain). About 10% 
of the samples were genotyped twice 
to verify the genotyping consistency, 
showing identical genotypes in 99% 
of the cases. Patients and controls had 
been previously genotyped in HLA-
B using PCR-SSOP Luminex method 
with LABType SSO (One Lambda Inc., 
Canoga Park, CA), following the manu-
facturer’s instructions (23).
Statistical analysis
The Linux software PLINK v.1.07 
(http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/
plink/) was used to carry out all the sta-
tistical analyses (24). The χ2 test was 
used to test Hardy-Weinberg equilibrium 
(HWE) and to compare genotype dis-
tribution in control and patient groups. 
Univariate analysis of the distribution of 
the frequencies of genotypes and alleles 
were performed in 2×2 contingency ta-
bles using the χ2 or Fisher exact tests, 
when appropriate. The p-values<0.05 
were considered statistically significant 
and the odds ratios (ORs) and 95% CIs 
were calculated according to the Woolf 
method. The statistical powers to detect 
associations with ORs ranging from 1.1 
to 1.6 were calculated in the allelic mod-
el taking into account the frequency of 
each variant in our population with the 
Statistical  Power test of the Research 





In the cohort included in our study, the 
successful rate of genotyping was 95%, 
the study population was found to be 
in the Hardy-Weinberg equilibrium 
(p>0.05) and distribution of the vari-
ants in JAK1 and TNFAIP3 in the co-
horts from different hospitals was not 
significantly different. Considering the 
allelic model, the statistical power val-
ues for the 2 SNPs of JAK1 (rs2780815 
and rs310241) and the 3 SNPs of 
TNFAIP3 (rs10499194, rs610604 and 
rs9494885) were greater than 80% to 
detect an OR=1.3 (Table I).
The distribution of the genotypes and 
MAFs of the five SNPs in the patient 
and control groups are displayed in 
Table II. The MAFs of the five SNPs 
in our control population were not sig-
nificant different to those described 
in 1000 Genome Project database for 
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the European population. According 
to these data, no statistically signifi-
cant differences were found when the 
patient and control groups were com-
pared. The Table II also displays that 
the distribution of the MAFs of these 
SNPs in the groups of patient with ocu-
lar involvement and HLA-B*51 posi-
tive are not different to those observed 
in the whole group.  
Discussion
The conclusion of the present study is 
that the association recently described 
in the Asian populations between the 
two genes included in this study, JAK1 
and TNFAIP3, and BD is not replicated 
in Europeans. The frequencies of the 
five SNPs included in our study were 
not significant different in the Span-
ish population when patients and the 
controls were compared. The consoli-
dation of the findings of genetic as-
sociation studies in complex diseases 
requires replication in different cohorts 
to avoid different types of bias. It is 
necessary to discard a false negative 
result in our study (type II error) in or-
der to conclude that these genes are not 
associated in the Spanish population, 
therefore it is important to demonstrate 
an adequate statistical power. In this 
sense, it is unlikely that the lack of as-
sociation detected in our study was due 
to a false negative result because it had 
a statistical power greater than 80%, to 
detect similar ORs to those described 
in the Chinese Han population at a 5% 
significance level. Discarded type II er-
rors, discrepancies may be originated 
by false positive results in the original 
study (type I errors). In this sense, we 
note that the findings in Chinese popu-
lation were published in two different 
reports with a design of cases and con-
trols and using a candidate gene ap-
proach but only in the case of the JAK1 
gene the study included two cohorts 
(20), in the case of the TNFAIP3 gene, 
the results were not confirmed in a sec-
ond cohort (21). Even in the case of 
the JAK1 the discovery and replication 
cohorts were from the same population 
(20). The lack of association is also 
supported by the genotyping studies 
performed in BD using high through-
put platforms. Although these studies 
can not be considered replication stud-
ies because data about whether these 
gene regions were excluded from the 
final analysis after applying the qual-
ity criteria are not available, none of 
these studies has identified TNFAIP3 
or JAK1 as risk factors for BD in Eu-
ropeans (6,7, 25-27). Other factor to 
take into account is that the genotyp-
ing method may influence the ratio of 
typing errors. Our study was performed 
using real time PCR whereas in the two 
original studies, typing were performed 
using the IPLEX system in the case 
of JAK1 (20) and PCR followed by 
restriction fragment length polymor-
phism analysis in the case of TNFAIP3 
(21). Although, theoretically, the num-
ber of errors attributable to the method 
would be the same in the patient and 
control cohorts if the same genotyping 
method is used; actually, the percent-
age of error in each group (patients and 
controls) may be different if the qual-
ity of the DNA is different. Moreover, 
when the primary association is mainly 
related with clinical manifestations, the 
discrepancies could be due to the dif-
ferent features of the cohorts. Regard-
ing this point, in the Chinese cohorts, 
100% of the patients have eye mani-
festations, therefore association with 
the disease is indistinguishable from 
association with ocular involvement 
in these studies. In our cohort 59% of 
patients have ocular manifestations 
but our results do not support associa-
tion with this clinical feature because 
the distribution of the MAFs of these 
SNPs in patients with and without ocu-
lar manifestations was the same. Some 
times the association with a specific 
factor depends on the presence of other 
genetic factor, if only because this fac-
tor defines a more homogeneous group 
of patients. For this reason, our cohort 
Table I. Statistical power at the 5% significance level, taking into account the allelic fre-
quencies in our population for a set of values of ORs from 1.1 to 1.6. The values for all the 
SNPs included in this study are shown in this table.
 Statistical power for each OR value
 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6
TNFAIP3      
rs10499194 26 61 87 97 99 100
rs610604 27 62 88 98 99 100
rs9494885 18 40 65 84 93 98
JAK1      
rs2780815 28 65 90 98 99 100
rs310241 25 59 86 97 99 100
Table II. Minor allele frequencies (MAFs) of the five SNPs included in this study in Span-
ish BD patients and healthy controls. MAFs of these five SNPs in the subgroup of patients 
with ocular involvement and HLA-B*51 positive are also displayed.
 BD Patients Controls
 Allele Whole Ocular B*51 + Whole   B*51 +
  group involvement n=153* group n=48*
   n=372 n=219    n=783* 
JAK1      
rs2780815 G 0.49 0.47 0.46 0.47 0.48 
rs310241 G 0.27 0.28 0.27 0.28 0.29
      
TNFAIP3      
rs10499194 T 0.32 0.34 0.37 0.30 0.35
rs61064 G 0.36 0.34 0.35 0.33 0.31
rs9494885 C 0.11 0.11 0.13 0.12 0.11
*Not all the individuals were genotyped in HLA-B. A total of 356 patients and 357 controls were 
genotyped. Comparisons made were patients vs. controls; patients with ocular involvement vs. patients 
without this manifestation; patients with ocular involvement vs. controls; patients B51 positive vs. 
patients B51 negative; patients B51 positive vs. controls B51 positive. The p-values were greater than 
0.05 in all the cases.
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was stratified according to the presence 
of HLA-B*51 but no differences in 
the distribution of the MAFs were ob-
served. Finally, the set of genes influ-
encing a specific pathology may have 
differences among populations. There 
are multiple examples of this fact, for 
example, the regions IL23R-IL12RB2 
and IL-10 have been associated with 
BD in several studies (6, 7). However, 
Lee et al. reported no association (11).
In conclusion, the association described 
in the Chinese population between the 
the JAK1 and the TNFAIP3 genes and 
Behçet’s disease was not replicated in 
Europeans.
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PTPN22 is not associated with Behcet's disease. Study spanning the complete gene 
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Objectives: The functional variant R620W of the protein tyrosine phosphatase non 
receptor-22 (PTPN22) gene plays an important role in susceptibility to several immuno-
mediated pathologies. Behcet's disease (BD) is a complex disease related to the immune 
system with a demonstrated genetic base. The HLA class I genes are the most important 
genetic factors in BD although other genes are also involved in the susceptibility to this 
disease. The PTPN22 has been proposed as a candidate gene in BD but this association 
has not been clearly demonstrated yet. The aim of this study was asses the association 
of PTPN22 with BD. 
Methods: A cohort composed of 404 Spanish BD patients and 1517 unrelated healthy 
individuals ethnically matched was genotyped in rs2476601 (R620W). Five tag SNPs: 
rs1217412, rs2476599, rs3789607, rs3765598 and rs1217419 (spanning a 57 Kb region 
between 3’UTR and 5’UTR) and rs2488457 (located at the promoter region) were also 
studied in order to perform a screening of the complete gene. Genotyping was 
performed using TaqMan® assays. The rs2476601 data were included in a meta-
analysis together with those published till the date. The rest of SNPs were used in a 
case-control study. 
Results: No evidence of the association of rs2476601 with BD in the meta-analysis (P = 
0.504 in the model of alleles) were found. In the case-control study, no statistically 
significant differences were observed when comparing the distribution of variants in 
patients and controls. 
Conclusions: Our results discard a major role of the PTPN22 gene in BD. 
Key indexing terms: Behçet disease, PTPN22, R620W, genetic, meta-analysis 
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Behçet’s disease (BD) is an immune-mediated and complex disease in which certain 
environmental factors such as infectious agents are the triggers of the disease in 
genetically predisposed individuals [1]. This rare condition characterized by recurrent 
oral, genital ulcerations and other manifestations such as ocular affectation, mainly 
uveitis, is most common along the old route of "Silk Road", stretching from China to 
the Mediterranean area [2]. This particular geographical distribution in conjunction with 
the familial aggregation and association with HLA class I molecules (specifically with 
HLA-B51) are evidences supporting a genetic base into the pathogenesis of the disease 
[3,4]. The contribution of the HLA region to the genetic component has been estimated 
in approximately 20% [5]. Some genes such as IL23R, IL10 and others have been 
related with BD in different populations [6,7], whereas in other cases the association 
seems to be limited to one ethnic group or specific population [8,9]. 
The protein tyrosine phosphatase nonreceptor-22 (PTPN22) gene, which is located on 
1p13.2, encodes a lymphoid protein tyrosine phosphatase known as Lyp. PTPN22 is a 
good candidate to be involved in susceptibility to autoimmune diseases, in fact, a 
functional variant, C1858T (R620W), has been related with multiple immuno-mediated 
pathologies such as rheumatoid arthritis [10], systemic lupus erythematosus [11] and 
systemic sclerosis [12]. This variant causes disruption of the binding between Lyp and 
Csk which suppresses T cell activation and, consequently, individuals with the variant 
have, at least theoretically, hyperresponsive T Two previous studies have investigated 
the association between this variant of PTPN22 gene and BD but without conclusive 
results [13,14]. The main problem is the low frequency of R620W variant in different 
populations and its virtual absence in others, such as Asian populations 
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(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). This circumstance makes more difficult to evaluate 
the role of this gene in a rare condition such as BD. To our knowledge, no study 
covering the entire region of the gene has been performed in order to evaluate the 
relationship of the complete PTPN22 gene with BD. The aim of the present study was 
to contribute to clarify the potential role of PTPN22 in BD by investigating a) the 
contribution of the R620W variant to the susceptibility to the disease by performing a 
meta-analysis including data from our cohort together with those reported till the date 
and b) whether variants located in other positions of this gene contribute to the 
susceptibility to BD by performing a case-control study with tag SNPs. 
Material and Methods 
Study subjects 
This study included a total of 404 BD patients (43.7% males) who fulfilled the 1990 
International Study Group classification criteria for Behçet's disease [15]. Moreover, 
1517 healthy individuals (43% males) were included as control group. All the subjects 
were Spanish from European origin and they were recruited from different Spanish 
hospitals. The study was approved for the local ethical committees of the corresponding 
hospitals and all the study participants gave written informed consent according to the 
declaration of Helsinki. Clinical features of the patient group were: 100% had oral 
ulcers, 59.5% genital ulcers, 54% uveitis, 42% arthritis, and 21% vascular, 18.2% 
neurological and 15.5% gastrointestinal involvement. The distribution of the 
frequencies of the different markers in the cohorts from different hospitals was not 
significantly different. 
DNA extraction 
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Peripheral blood or saliva were used as starting material. Genomic DNA was extracted 
using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Barcelona, Spain) according to the 
manufacturer’s recommendations and stored at -20ºC until use. The purity of DNA was 
determined using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, 
Wilmington, DE, USA). Only those DNA samples with a 260/280 ratio between 1.7 and 
2.0 and a final concentration of 10-20 ng/µl were genotyped.  
Genotyping of rs2476601 and meta-analysis 
Genotyping of the rs2476601 was performed using TaqMan® SNP Genotyping Assays 
(Applied Biosystems, Barcelona, Spain) in a 7900HT Fast Real Time PCR System 
(Applied Biosystems). A meta-analysis, which included the results of genotyping in our 
cohort together with those previously published in studies that investigated the 
relationship of this variant of the PTPN22 gene and BD was conducted.. References 
included in the analysis were selected from the databases PubMed 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/.) and Scopus (http://www.scopus.com) using 
the searching criteria: “PTPN22” or “protein tyrosine phosphatase non-receptor 22” and 
“polymorphism” and “Behçet’s disease”. The date of the last revision was july 2015 and 
the references included in the retrieved papers were also checked. One study was 
considered as eligible when they met the following criteria: association studies written 
in English, in which commonly accepted classification criteria for Behçet’s disease were 
used, containing information of the population under study and where the genotype 
distribution in the patient and control groups were displayed in detail. Exclusion criteria 
were deviation of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), insufficient information and 
redundant or overlapping results. One of eligible studies was excluded because of 
insufficient information [16]  
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Tag SNPs selection and genotyping 
A PTPN22 region (Chr1:114158106..114215631) LD plot was generated with the “Utah 
residents with Northern and Western European ancestry from the CEPH collection” 
(CEU) data obtained from HapMap (data release 28, Phase II+III, NCBI build 36 
assembly, dbSNP b126) (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). The confidence intervals 
approach was used to define haplotype blocks in the CEU population using the 
Haploview program (Haploview, V.4.1. Broad Institute, Cambridge, MA, USA). With 
these conditions, five tag SNPs (minor allele frequency MAF>0.1, r
2
 threshold>0.8) 
were selected to genotype: rs1217412, rs2476599, rs3789607, rs3765598 and 
rs1217419 in addition to rs2476601. These six tag SNPs span a 57 Kb region between 
3’UTR and 5’UTR in the PTPN22 gene capturing the 27 SNPs in the region (100% 
coverage). In addition, rs2488457, which is located in the promoter region, was also 
included in the study because it is associated with different pathologies [17]. 
Genotyping was performed using TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied 
Biosystems) in a 7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems). 
Statistical Analysis 
The software CaTS Power Calculator (http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/CaTS/) 
was used for calculating the statistical powers [18]. The χ
2 
test was used to test HWE. 
The different association models: genotypic, allelic, dominant and recessive were tested 
using the χ
2 
test and p-values≤0.05 were considered statistically significant. The ORs 
and 95% confidence intervals (95% CI) were calculated according to Woolf´s method. 
For the meta-analysis, the combined data were summarized in two by two tables. The 
Brewslow-Day method, the Cochran χ
2 
-based Q test and the inconsistency index (I
2
) 
were used to assess heterogeneity in the different populations. Brewslow-Day and Q test 
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with P-values (PBD and PQ) lower than 0.05 were considered statistically significant. 
Those I
2
 values from 0 to 25% were considered non heterogeneity, 25–50% moderate, 
50–75% large and 75–100% extreme heterogeneity. The ORs were pooled using the 
DerSimonian-Laird method for random effects because heterogeneity was detected and 
P-values (PDL) lower than 0.05 were considered significant. The associations were 
tested under the allelic model. In addition, to examine the extent to which an individual 
study affects the overall estimate, sensitivity analysis were performed to study how the 
elimination of one study each time affects to the pooled data The Linux software 
PLINK V.1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) and StatsDirect V.2.6.6 
(StatsDirect, Altrincham,UK) software were used to carry out statistical analyses.  
Results 
The rs2476601 genotyping success rate was higher than 95% and no divergence from 
HWE was observed nor in controls neither in cases (p>0.05). The allelic frequencies in 
the control group (MAF=0.064) were similar to those reported in the 1000 Genomes 
Project for the Iberian population in Spain (IBS, 0.08) and Tuscan in Italy (TSI, 0.066) 
(http://browser.1000genomes.org). The meta-analysis, conducted with the data pooled 
of this study together with those included in two papers previously published, 
incorporates a total of 794 patients and 1876 controls from four different populations: 
United Kingdom (UK), Middle East (ME), Turkey and Spain. A summary of the data of 
all these studies are displayed in Table 1. To note that, two separate studies [13,14] 
detected significant differences in two different populations (UK and Turkey), whereas 
in other two independent studies, the present and other [13], performed also in two 
different populations (ME and Spain), significant differences were not observed. 
Heterogeneity across the different studies was detected in the analysis of this 
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polymorphism (PBD=0.002, PQ= 0.021 and I
2
=69.1%), therefore, the meta-analysis was 
performed using the random effect method. No evidence of association of the 
rs2476601 (R620W) with BD was observed in the meta-analysis (PDL= 0.504; OR= 
0.723; 95%CI 0.28 to 1.87 in the allelic model) (Figure 1).  
Next, Table 2 displays the allele and genotype frequencies in BD patients and healthy 
controls for the six tag SNPs (including the rs2476601) which were studied in 
Chr1:114158106..114215631 in order to check the whole gene region from 3’UTR until 
5’UTR. This table includes also data of the rs2488457, which is located at the promoter 
region, and also the statistical power values for all the SNPs included considering three 
different ORs: 1.3, 1.5 and 2.0. The allelic frequencies in the control group were similar 
to those reported in the 1000 Genomes Project for IBS and TSI populations 
(http://browser.1000genomes.org). No statistically significant differences were observed 
when distributions in patients and controls were compared.  
Discussion 
The PTPN22 gene, specifically its variant C1858T (R620W), is a very interesting 
candidate in the susceptibility to immune mediated diseases; in fact, it has been 
described in association with many of these pathologies [10-12]. Nevertheless, results of 
the present study discard a major role of this gene in BD. Although two independent 
studies performed in populations from UK and Turkey suggested association of the 
MAF of this variant of the PTPN22 as a protective factor in BD, the p-values were only 
marginally significant [13,14]. Replication studies are essential to avoid type I errors, 
the present study includes the largest cohort of patients and controls genotyped for the 
variant R620W in BD and it is well powered to detect association with similar OR as 
the original study, nevertheless, no significant association was detected. Although 
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differences among populations can not be completely ruled out, the origin of the 
discrepancies may be also, the use of different typing methods because these have 
evolved from less reproducible methods, to others more reliable. Limitations caused by 
genotyping methods are more important in small cohorts, in which the Type I errors are 
more likely. 
BD is a rare condition, this fact conditioned the sample size and it makes more difficult 
to achieve an adequate statistical power in individual studies (Table 1). This 
disadvantage is compounded because this variant, which has a low worldwide 
frequency, is extremely rare or absent in populations with a relatively high prevalence 
of the disease such as Turkish, Japanese and Chinese. For this reason a meta-analysis by 
pooling all the available data for this variant in BD was performed. The meta-analysis 
with data pooled of the four populations has an adequate statistical power (≥86%) to 
detect associations with OR≥1.4 and it supports non-association of the BD with this 
variant of the PTPN22 gene. 
Other SNPs of this gene have been associated with immune mediated diseases in 
populations in which the C1858T (R620W) is absent. Thereby, rs2488457, rs1310182 
and rs3789604 have been associated with type 1 diabetes and rheumatoid arthritis in 
Asian populations [19,20], nevertheless, association with BD has been discarded in the 
Chinese Han population in a large cohort of patients with ocular involvement [16]. 
Because of the interest of this gene in the immune mediated diseases and in order to 
investigate whether other variants are associated with BD, a study of tagSNPs was 
performed. This study, that spanning the whole PTPN22 gene region with 100% 
coverage of all the 27 SNPs located within this zone and including in addition the 
rs2488457 (located at the promoter region), discards association of this gene with BD, 
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at least for ORs≥1.3, for which the study was adequately powered. In agreement with 
our results, none of the three GWAS performed in BD have reported association with 
PTPN22 [6-7,21]. Although complete information derived from GWAS is not always 
available, in those cases where it has been reported, no association of this gene with BD 
was found [6]. In conclusion, our results of case-control study and meta-analysis discard 
a major role of the PTPN22 in Behçet’s disease. 
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Figure 1. Forest plots of PTPN22 rs2476601. The Forest plots of the rs2476601 in the 
PTPN22 gene pooling the four populations included in the meta-analysis was performed 
with the DerSimonian-Laird method for random effects because heterogeneity was 
detected. The inheritance model considered was the allelic inheritance model. The odds 
ratios and 95% confidence intervals are displayed.  
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Table 1. Characteristics of the studies included in the meta-analysis of the rs2476601 
1
Statistical powers were calculated for OR values of 1.5 and 2.0 taking into account the allelic frequency and the sample size of each population  
2
UK [-AC/ME]; UK cohort without patients from Afro-Caribbean or Middle Eastern (ME) origin 
3
The OR (95% IC) shown in the paper (2.1) corresponds with the most common allele. (C) 
MAF= Minor Allele Frequency 
First author Year Population 
Genotyping 
methods 
Sample Size MAF (T) Statistical power
1
 P-value OR 
    Cases Controls Cases Controls OR=1.5 OR=2.0   





116 169 4.5% 9.7% 30% 60% 0.04 0.46
3
 
ME 140 65 1.8% 0% <10% <10% 0.180 5.2 




Real Time PCR 
(TaqMan) 
404 1465 6.7% 6.4% 76% 100% 0.723 1.06 
Overall    794 1876     0.504  
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Genotype N (%) 
MAF 
Allele test Statistical power 
1/1 1/2 2/2 p-value* OR (CI 95%) OR 1.3 OR1.5 OR 2.0 
rs1217412 A/G 
BD 162 (58.3) 105 (37.8) 9 (3.2) 0.223 
0.863 0.98 (0.79-1.22) 81% 99% 100% 
Controls 903 (59.5) 517 (34.1) 81 (5.3) 0.226 
rs2476599 A/G 
BD 16 (5.8) 115 (41.4) 145 (52.2) 0.266 
0.571 1.06 (0.86-0.30) 84% 100% 100% 
Controls 99 (6.5) 565 (37.2) 833 (54.9) 0.255 
rs3789607 A/G 
BD 123 (44.2) 122 (43.9) 33 (11.9) 0.338 
0.763 1.03 (0.85-1.25) 88% 100% 100% 
Controls 676 (44.6) 676 (44.6) 165 (10.9) 0.332 
rs2476601 C/T 
BD 346 (86.5) 54 (13.5) 0 (0) 0.067 
0.723 1.06 (0.77-1.44) 38% 76% 100% 
Controls 1323 (87.2) 190 (12.5) 2 (0.1) 0.064 
rs3765598 A/G 
BD 6 (2.2) 81 (29.1) 190 (68.3) 0.168 
0.270 0.87 (0.69-1.11) 76% 99% 100% 
Controls 56 (3.7) 457 (30.1) 1003 (66.1) 0.188 
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rs1217419 A/C 
BD 37 (13.3) 145 (52.2) 96 (34.5) 0.394 
0.406 0.92 (0.77-1.11) 100% 100% 100% 
Controls 266 (17.5) 717 (47.3) 530 (34.9) 0.413 
rs2488457 C/G 
BD 185 (66.5) 88 (31.7) 5 (1.8) 0.176 
0.447 0.91 (0.72-1.16) 76% 99% 100% 
Controls 998 (65.8) 460 (30.3) 58 (3.8) 0.190 
*All the p-values were calculated in the allelic model 
MAF= Minor Allele Frequency  
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Variants of the IFI16 Gene Affecting the Levels of 
Expression of mRNA Are Associated with 
Susceptibility to Behçet Disease 
Lourdes Ortiz-Fernández, José-Raúl García-Lozano, Marco-Antonio Montes-Cano, 
Marta Conde-Jaldón, Norberto Ortego-Centeno, Francisco-José García-Hernández, 
Gerard Espinosa, Genaro Graña-Gil, Juan Sánchez-Bursón, Ricardo Blanco, 
Ana-Celia Barnosi-Marín, Roser Solans, Patricia Fanlo, Mónica Rodríguez-Carballeira, 
Teresa Camps, Santos Castañeda, Antonio Núñez-Roldán, Javier Martín, 
and María-Francisca González-Escribano 
ABSTRACT. Objective. Behçet disease (BD) is a multifactorial disease in which infectious agents have been 
proposed as triggers in genetically predisposed individuals. The aim of our study was to investigate 
the role of innate immunity receptors, specifically the nucleic acid sensors, in susceptibility to BD. 
Methods. Seventy-four tag single nucleotide polymorphisms (tSNP) selected in 9 candidate genes 
(DDX58, IFIH1, TLR3, TLR7, TLR8, AIM2, IFI16, ZBP1, and TLR9) were genotyped in 371 patients 
and 854 controls. Assays of mRNA expression and allele-specific transcript quantification (ASTQ) 
were performed in 110 and 50 controls, respectively. 
Results. Patients and controls were genotyped and 2 tSNP (rs6940 in IFI16 and rs855873 in AIM2) 
were associated with BD. To confirm this association, these tSNP were genotyped in 850 additional 
controls, and the total cohort was randomly divided into 2 cohorts. The association of these 2 tSNP 
with the disease remained in both cohorts. One haplotype (rs6940T-rs855873G) was identified as a 
risk factor (OR 1.41, 95% CI 1.06–1.86, p = 0.015), and another (rs6940A-rs855873A) as a 
protective factor (OR 0.65, 95% CI 0.47–0.90, p = 0.009). Samples with the risk haplotype had lower 
IFI16 expression levels than samples with the protective (0.99 ± 0.29 vs 1.23 ± 0.50, p = 0.022). 
Consistently, in the ASTQ assays performed with the nonsynonymous rs6940 SNP, the risk allele had 
lower IFI16 expression levels than the protective (p = 0.027). 
Conclusion. Our findings suggest association of IFI16, a cytosolic sensor of dsDNA and mediator 
of the AIM2 inflammasome-dependent pathway, in susceptibility to BD. Differences genetically 
determined in the levels of this molecule could be the cause of this association. (J Rheumatol First 
Release Feb 1 2015; doi:10.3899/jrheum.140949) 
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Behçet disease (BD) is a systemic vasculitis mainly charac- 
terized by recurrent oral and genital ulceration, although 
other clinical manifestations such as skin lesions, ocular, 
gastrointestinal, and neurological disorders are relatively 
common1. The prevalence depends on the geographic 
location of the study population. The highest corresponds to 
Turkey (80 to 420 cases per 100,000 people), followed by 
Japan (70–85/100,000). Among Western countries, the 
Mediterranean basin has the highest prevalence (e.g., Spain 
has 0.7/100,000)1,2. Although the etiology of BD remains 
unclear, it is known that it is an immune-mediated disease in 
which imbalances in the innate or adaptive immune 
response, triggered by infectious agents or environmental 
factors in genetically predisposed individuals, may be some 
of the underlying mechanisms of this multifactorial 
disease3. Regarding the environmental factors, infectious 
agents of the oral microbial flora (oral aphthae are the first 
manifestation in most patients) have been proposed as 
triggers of the disease4. Regarding the genetic factors, 
HLA-B51 has been the most consistently associated with the 
disease. Nevertheless, the contribution of the HLA region 
represents about 20% of the genetic component5,6 and other 
non-HLA genes such as interleukin 23R (IL-23R) and IL-10, 
related to innate immunity, have been associated more 
recently with this pathology7,8. 
The innate immune system, which is the first barrier 
against pathogens, uses sensor molecules known as pattern 
recognition receptors (PRR) to recognize highly conserved 
structures expressed by microorganisms (pathogen-associ- 
ated molecular patterns; PAMP) or by damaged cells 
(damage-associated molecular patterns; DAMP). Some of 
the PRR recognize components such as nucleic acids and 
therefore their activation creates, at least potentially, a  risk 
of  developing  autoimmune  disease9.  Among  the    PRR 
involved in the recognition of nucleic acid molecules trans- 
ported to the endosomal compartment by endocytosis or 
autophagy, Toll-like receptors (TLR) 3, TLR7, TLR8, and 
TLR9 are the best known. TLR3 recognizes double-stranded 
RNA (dsRNA), TRL7, and TLR8 single-stranded RNA 
(ssRNA) and TLR9 unmethylated dinucleotide CpG motifs 
of viral and bacterial DNA. After binding of the TLR to their 
ligands, the transduction signal produces activation of 
different molecules such as interferon regulatory factors 
(IRF) 3, IRF7, activating protein 1 and nuclear factor–kB 
(NF-kB), and at the end, transcription of inflammatory 
cytokines and type I interferon (IFN)10. Other sensors such 
as the RIG-I-like receptor (RLR) family, which include 
DDX58 and IFIH1, detect dsRNA in the cytosol. Similar to 
TLR, RLR induce activation of IRF3, IRF7, and NF-kB and 
trigger the transcription of type I IFN11. Besides the RNA 
sensors, a large number of sensors of intracellular DNA are 
known. ZBP1 acts as a cytosolic dsDNA sensor that initiates 
IFN responses through activation of the NF-kB and IRF3 
pathways11. IFI16 and AIM2 are cytosolic sensors for 
dsDNA members of AIM2-like receptors (ALR)12,13; never- 
theless, IFI16 and AIM2 proteins have different effects14. 
The IFI16 protein stimulates the expression of type I IFN 
(IFN-β) by activation of IRF3 and NF-kB12, and the AIM2 
protein activates caspase-1 and leads to inflammation by the 
cleavage of inflammatory cytokine proforms, such as IL-1β, 
IL-18, and IL-3315,16,17. A schematic overview of the 
different aforementioned PRR, their ligands, and the signal 
transduction pathways is shown in Figure 1. 
It has been proposed that certain infectious agents, 
especially those in the oral microbial flora, act as triggers of 
BD. Therefore, it is possible that variations in PRR 
influence the outcome of BD. The aim of our present study 
was to analyze the possible relationship between nucleic 
acid sensors in susceptibility to BD. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Patients and controls. A total of 371 BD-unrelated patients (45% men) who 
fulfilled the 1990 International Study Group classification criteria for BD18 
and 2 cohorts of 854 and 850 ethnically matched healthy unrelated bone 
marrow donors (50% men) were included in the study. All the subjects were 
Spanish whites recruited from different Spanish hospitals. All local ethics 
committees of the corresponding hospitals approved the study and all 
participants in the study gave written informed consent. Mean age at 
diagnosis was 38.7 ± 13.8 years and 100% of the patients had oral ulcers, 
64% genital ulcers, 59% uveitis, and 48% arthritis. Twenty percent had 
vascular, 22% neurological, and 19% gastrointestinal  involvement. 
Peripheral blood was obtained from the healthy controls, whereas 
peripheral blood or saliva was the starting material obtained from patients. 
Genomic DNA was extracted using QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) 
according to the manufacturer’s recommendations and stored at –20°C. The 
expression assays were performed using samples from bone marrow and 
blood donors with normal hematological parameters (hematocrit, platelet, 
lymphocytes, monocytes, and granulocytes). The cDNA was synthesized 
from total RNA purified from 107 peripheral blood mononuclear cells 
isolated by density gradient centrifugation as  described19. 
Single nucleotide polymorphism (SNP) selection and genotyping. Nine 
candidate genes were selected on the basis of their function in innate host 
defense as dsRNA (DDX58, IFIH1, TLR3), ssRNA (TLR7, TLR8), dsDNA 
(AIM2,  IFI16,  ZBP1),  and  CpG  DNA (TLR9)  sensors. Tag  SNP (tSNP) 
were selected across each locus from the designated set of common SNP 
genotyped in the CEU population (HapMap Project, Release 28, Phase II + 
III, US National Center for Biotechnology Information build 36 assembly, 
dbSNP b126; www.hapmap.org). The tSNP selection was done with 
pairwise r2 ≥ 0.80 and minor allele frequency ≥ 0.05 using the Haploview 
v4.0 software (www.broad.mit.edu/mpg/haploview/download.php)20. 
According to the above rules, 74 tSNP that permitted us to identify 216 
SNP were selected (Supplementary Table 1, available online at 
jrheum.org). All 371 patients with BD and 854 controls were genotyped 
using the SEQUENOM iPlex MassARRAY platform according to 
manufacturer’s instructions (Sequenom). Primers for multiplex PCR and 
extended reactions were designed using the MassARRAY Assay Design 
Suite v1.0 software (www.sequenom.com). Primers design was not 
possible in 8 tSNP that were genotyped using TaqMan SNP Genotyping 
Assays (Applied Biosystems) in a LightCycler 480 (Roche; Supplementary 
Table 1). To verify interexperimental reproducibility and accuracy, 8% of 
the samples were duplicated. A 90% sample quality control rate and 90% 
SNP genotyping success rate was imposed on the analysis. Additionally, the 
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Figure 1. Pattern recognition receptors involved in the nucleic acid binding included in this study. TLR: Toll- 
like receptors; DDX58: DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58 (also known as retinoic acid inducible 
gene I); IFIH1: interferon (IFN) induced with helicase C domain 1 (or melanoma differentiation-associated 
factor 5); ZBP1: Z-DNA binding protein 1 (or DNA-dependent activator of IFN regulatory factor); IFI16: 
IFN-g–inducible protein 16; AIM2: absent in melanoma 2; IRF3, IRF7: IFN-regulatory factor 3 and 7; AP-1: 
activator protein 1; NF-kB: nuclear factor-kB; IL: interleukin; STAT1: signal transducers and activators of 
transcription-1. 
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rs6940 T 0.088 0.120 0.013 0.040 1.42 (1.07–1.87) 
AIM2 
rs855873 A 0.105 0.072 0.010 0.031 0.66 (0.48–0.91) 
P values > 0.05 were not significant. SNP: single-nucleotide polymorphism; MA: minor allele; pc: 10,000-fold permutation   testing. 
 
rs6940 and rs855873 SNP were genotyped in a second group of 850 
controls using TaqMan SNP Genotyping Assays. 
Quantification of mRNA AIM2 and IFI16. The AIM2 and IFI16 mRNA 
expression assays were performed using 110 samples from healthy controls 
on a LightCycler 480 by TaqMan Gene Expression Assay (Applied 
Biosystems). The mRNA expression of AIM2 and IFI16 was correlated 
with the mRNA expression of the reference ABL gene21. The conditions of 
the assays and data analysis have been described19. Each sample was tested 
in triplicate, and only samples showing ABL Cp values between 24 and 30 
and an SD of Cp < 0.3 were included in the final analysis (n =   102). 
Allele-specific transcript quantification. IFI16 mRNA allele-specific 
transcript quantification (ASTQ) assays were performed by TaqMan SNP 
Genotyping Assays using 50 samples from healthy controls who were 
heterozygotes for the nonsynonymous SNP rs6940. The Cp values for both 
alleles labeled 1 with FAM (rs6940A) and the other with VIC (rs6940T) 
and were obtained for cDNA (target) and gDNA (reference), and a relative 
quantification model was performed21. To detect the presence of contami- 
nating gDNA in the RNA samples, aliquots of total RNA were previously 
amplified. Those RNA samples that did not pass this test were not 
processed. The samples processed were tested in triplicate and only those 
samples showing gDNA Cp values between 24 and 30 with a Cp SD < 0.3 
were included in the final analysis (n =  46). 
Statistical analysis. Allele and haplotype frequency distributions between 
patients with BD and controls were compared with the chi-squared test.  
The OR with their corresponding 95% CI were calculated using OpenEpi 
v2.3 software online (www.openepi.com). Statistical significance was 
evaluated using a 10,000-fold permutation test (pc) and those pc values < 
0.05 were considered statistically significant. The genetic model of inheri- 
tance was evaluated with Chaplin v1.2 software (www.genetics.emory.edu/ 
labs/epstein/software/chaplin), using the likelihood ratio statistics for 
testing the global null hypothesis22 and the Akaike information criterion to 
determine the genetic model of inheritance23. Results of relative IFI16 and 
AIM2 mRNA expression were compared using an unpaired t test with 
Welch’s correction when the variances were not homogeneous (Levene’s 
test < 0.05). To compare values obtained by ASTQ, a paired sample t test 
was used. Statistical analyses were performed using SPSS v18.0 software 
(SPSS Inc.), and p values < 0.05 were considered statistically  significant. 
 
RESULTS 
Three hundred seventy-one patients and 854 controls were 
genotyped in tSNP of 9 genes involved in the recognition of 
nucleic acid molecules: 13 tSNP in IFI16, 2 in AIM2, 4 in 
IFI1, 2 in TLR9, 8 in TLR3, 16 in DDX58, 9 in ZBP1, 12 in 
TLR7, and 8 in TLR8, capturing 56, 2, 4, 3, 14, 72, 13, 29, 
and 23 SNP, respectively (Supplementary Table 1, available 
online at jrheum.org). The results of 4 of the 74 tSNP 
included were discarded because they had amplification 
failures or were not meeting quality criteria. In the 
remaining 70 tSNP, the concordance of the assigned 
genotypes in duplicated samples was > 98% and the study 
population was found in Hardy-Weinberg equilibrium (p > 
0.05). Two tSNP located in the IFI16 locus (rs7532207 and 
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rs6940) and 1 tSNP located in the AIM2 locus (rs855873) 
were significantly associated with BD (Table 1). The minor 
allele of the rs855873 (A) was protective (7.2 vs 10.5% in 
the control group, p = 0.010, OR 0.66, 95% CI 0.48–0.91), 
whereas both the minor alleles of rs6940 (T) and rs7532207 
(T) were risk alleles (12.0 vs 8.8% in the control group, p = 
0.013, OR 1.42, 95% CI 1.07–1.87; and 11.8 vs 8.7% in the 
control group, p = 0.017, OR 1.41, 95% CI 1.06–1.85, 
respectively). The rs7532207 was not included in sub- 
sequent assays because a strong  linkage  disequilibrium 
(D′ = 1 and r2 = 0.988) between rs7532207 and rs6940 was 
found in our population in both patient and control groups. 
To confirm the association between the IFI16/AIM2 locus 
and BD, the rs6940 and rs855873 were genotyped in 850 
additional healthy controls. Samples from patients and 
controls of the first cohort that failed to amplify using 
SEQUENON were genotyped with TaqMan assays as the new 
control cohort. The total cohort was randomly divided into 2 
groups: the cohort 1, which consisted of 187 patients and 854 
controls, and cohort 2, which included 184 patients and 850 
controls. After re-analyzing, both cohorts retained significant 
association with susceptibility to BD (p = 0.046 and 0.042 to 
rs6940, and p = 0.039 and 0.027 to rs855873; Table 2). 
IFI16 and AIM2 genes are located in a region spanning 
70-kb on chromosome 1q25.2 (Figure 2) and they are 
transcribed in opposite directions. By performing the 
analysis of the haplotypes constructed by combination of the 
rs6940  and  rs855873,  3  combinations  with  frequency > 
0.005 were identified in our population (Table 3). One 
haplotype, “TG,” which was tagged by the rs6940T allele, 
was identified as a risk haplotype, whereas another 
haplotype, “AA,” tagged by the rs855873A, was identified 
as protective. Testing different genetic models of inheri- 
tance, we found that the recessive model could be excluded 
for both the risk and the protective haplotypes, whereas the 
multiplicative (p = 0.016 and p = 0.0033, respectively) and 
the dominant (p = 0.019 and p = 0.0058, respectively) 
models were the best fitting (Supplementary Table 2, 
available online at jrheum.org). 
The mRNA expression levels of the AIM2 and the IFI16 
in 3 kinds of samples obtained from healthy individuals 
were compared: those having the risk haplotype (1 or 2 
copies), those with the protective haplotype (1 or 2 copies), 
and finally, those homozygous for the neutral haplotype 
(individuals AG/AG; Table 4). Statistically significant 
differences in AIM2 mRNA expression levels were not 
found; nevertheless, samples with the risk haplotype had 
lower IFI16 mRNA expression than samples with the 
protective haplotype (0.99 ± 0.29 vs 1.23 ± 0.50, p = 0.022), 
whereas samples homozygous for the neutral haplotype had 
an intermediate level of expression (1.08 ± 0.46). To 
confirm that the risk haplotype has the lowest IFI16 mRNA 
expression levels, the nonsynonymous SNP rs6940 (T723S) 
was used to perform an ASTQ assay. Heterozygous samples 
from healthy individuals showed statistically significant 
lower IFI16 mRNA expression for the risk (T) than for the 
protective (A) allele (p = 0.027) with a ratio A/T < 1 (0.97 ± 
0.08; Supplementary Figure 1, available online at jrheum.org). 
 
DISCUSSION 
In our study, including a total of 74 tSNP in 9 candidate 
genes encoding nucleic acid sensors, we identified the 
IFI16-AIM2 gene cluster as a novel genetic susceptibility 
locus for BD in a Spanish population. In addition, our data 
suggest that the steady-state basal IFI16 mRNA expression 
could be haplotype-dependent. 
BD is included among disorders related to inflamma- 
somes because serum levels of IL-1β, IL-18, and IL-33 are 
elevated among patients24,25,26 who respond to treatment 
with neutralizing antibodies for IL-1β27. Several inflam- 
masome-dependent pathways have been involved in BD 
pathogenesis. Thus, recently, production of IL-1β through 
an NLRP3-inflammasome–dependent pathway, which is 
initiated with interaction of TLR2/TLR4 with their ligands, 
has been implicated in the pathogenesis of the disease28. 
Our results suggest that the AIM2 inflammasome could also 
contribute to the pathogenesis of BD, mainly characterized 
by the presence of recurrent oral and genital ulceration.   It 
 
Table 2. Replication study in 2 tSNP in IFI16: rs6940 and rs855873. The total cohort, composed of 371 patients and 1704 controls, was randomly divided   
into 2 groups: cohort 1 (187 patients and 854 controls) and cohort 2 (184 patients and 850   controls). 





n = 854 
AF NA 
Patients, 





n = 850 
AF NA 
Patients, 
n = 184 
AF    NA 
p OR Controls, 
(95% CI)    n = 1704 
AF NA 
Patients, 




rs6940-T 0.089 153 0.123 46 0.046 1.42 0.088    150 0.122   45 0.042      1.44 0.088 303 0.122 91 0.0045 1.43 
    (1.01–2.02)   (1.02–2.05)   (1.12–1.83) 
rs-6940-A 0.911 1555 0.877   328   0.912   1550 0.878  323 0.912 3105 0.878    651   
rs855873-A 0.107 184 0.072 27 0.039 0.64 0.106    180 0.068   25 0.027      0.61 0.107 364 0.070 52 0.0025 0.63 
    (0.42–0.98)   (0.40–0.95)   (0.46–0.85) 
rs855873-G 0.893 1524 0.928   347   0.894   1520 0.932  343 0.893 3044 0.930    690   
tSNP: tag single nucleotide polymorphisms; AF: allelic frequency; NA: no.  alleles. 
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Table 3. Allelic frequencies of the haplotypes constructed by combination of the 2 SNP associated with Behçet disease in Spanish patients. 
 
Haplotypes Controls, Patients, p pc OR (95% CI) 
 rs6940 rs855873 n = 854 n = 371   
N A G 0.809 0.810 ns 
R T G 0.086 0.117 0.015 0.045 1.41 (1.06–1.86) 
P A A 0.103 0.070 0.009 0.026 0.65 (0.47–0.90) 
SNP: single nucleotide polymorphisms; N: neutral haplotype; R: risk haplotype; P: protective haplotype; ns: not significant (p > 0.05); pc: 10,000-fold permu- 
tation testing. 
 
Table 4. AIM2 and IFI16 mRNA expression levels in samples from healthy controls with different   phenotypes. 
 
Phenotypes N AIM2, Mean ± SD p IFI16, Mean ± SD p 
Risk 31 1.04 ± 0.57  0.99 ± 0.29  
Protective 35 0.99 ± 0.51 ns1 1.23 ± 0.50 0.0221 
Neutral 36 0.87 ± 0.47 ns2 1.08 ± 0.46 ns2 
1Risk versus protective. 2Risk versus neutral. Risk phenotypes are individuals bearing 2 risk haplotypes (TG/TG) or 1 risk and 1 neutral (TG/AG). Protective 
phenotypes are individuals bearing 2 protective haplotypes (AA/AA) or 1 protective and 1 neutral haplotype (AA/AG). Neutral phenotypes are individuals 
homozygous for the neutral haplotype (AG/AG). ns: not  significant. 
 
has been described as a strong upregulation of AIM2 protein 
expression in the epidermis of patients with several acute 
and chronic inflammatory skin disorders such as psoriasis, 
atopic dermatitis, venous ulcers, contact dermatitis, and in 
studies on wound healing29,30. Possibly, AIM2 upregulation 
is a first line of defense against invading pathogens after 
skin barrier disruption. Nevertheless, this beneficial effect 
during  wound  healing  could  establish  a  chronic inflam- 
matory injury in the skin when barrier impairment is 
prolonged because of activation induced by the IL-1β 
AIM231. 
IFI16 and AIM2 are cytosolic sensors for dsDNA and 
both are members of the IFN-inducible p200 family 
(IFI200), which is also referred to as ALR32. IFI16 and 
AIM2 proteins have different effects because of their 
different pyrin domains (PYD), which allow protein-protein 
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Figure 2. Haplotype blocks described in the region Chr1:157245220..157314336 of HapMap Project in the CEU 
population. The linkage disequilibrium (LD) solid spine approach was used to define the haplotype blocks. 
Standard color-coding was used for LD plots: white (r2 = 0), shaded grey (0 < r2 < 1), and black (r2 = 1). Squares 
without a number indicate D′ = 1. IFI16 and AIM2 loci are shown; marked rs numbers are the ones selected for 
this study. 
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interaction (Figure 1). The IFI16 protein, after recruiting 
STING (stimulator of interferon genes) through its PYD 
domain, stimulates the expression of IFN-β by activation of 
IRF3 and NF-kB12. Finally, IFN-β inhibits the production of 
IL-1β by inflammasomes through a mechanism that is 
dependent on signal transducers and activators of trans- 
cription-133. For its part, the AIM2 protein, through its PYD 
domain, interacts with apoptosis-associated speck-like 
protein containing a CARD domain, which activates 
caspase-1 through its CARD domain13 and leads to inflam- 
mation by the cleavage of inflammatory cytokine proforms, 
such as IL-1β, IL-18, and IL-3315,16,17. Therefore, IFI16 has 
antiinflammatory effects, whereas AIM2 has proinflam- 
matory effects. Moreover, IFI16 downregulates the 
expression of AIM2 and pro-caspase-1 and as a con- 
sequence, it suppresses the activation of caspase-1 by the 
AIM2 and NLRP3 inflammasomes14. Further, AIM2 and 
IFI16 can form heterodimers in the cytoplasm, and by this 
mechanism, IFI16 also downregulates the expression of an 
AIM2 inflammasome. 
The IFI16/AIM2 ratio in the cytoplasm contributes to the 
balance between the production of type I IFN and IL-1β14. 
A study involving young, old, and senescent human diploid 
fibroblasts supports the theory that expression of IFI16 and 
AIM2 proteins is inversely correlated34. Our data suggested 
that the steady-state basal IFI16 mRNA expression could be 
haplotype-dependent because the risk haplotype has the 
lowest IFI16 mRNA levels. These results were confirmed 
by performing ASTQ assays, which are not affected by 
confounding factors because mRNA levels for each allele 
are measured in the same sample of RNA and therefore 
differences in the mRNA expression levels for both alleles 
are a consequence of differences within the cis-acting 
regulatory elements. The analysis of expression was not 
performed in patients, to avoid problems related to different 
treatments (biologics and monoclonal therapy), which could 
modify the steady-state basal expression of the molecules 
under study. 
Genome-wide association studies (GWAS) have 
identified several loci of susceptibility to BD outside the 
HLA region in different populations7,8,35,36,37,38; never- 
theless, association with the IFI16 gene has not been 
described in any other population. Failure to identify this 
association in GWAS could be due to various reasons. The 
high-throughput platforms used in early GWAS for BD did 
not include the tSNP that we found associated in our study 
or other tSNP with r2 = 1 with the rs6940 and rs8558737,8,35. 
Although these tSNP are included in the high-throughput 
platforms of Affimetrix used in more recent studies36,37, the 
sample size of the cohorts included was not large enough to 
detect the association with the threshold p-value levels used 
in GWAS. 
Our study has limitations. The sample size allows only 
slightly significant results, and the low prevalence of the 
disease in Spain does not permit recruiting many more 
patients. Therefore, these data need to be replicated in other 
populations with a higher prevalence of BD. However, it is 
also necessary to note that association of some non-HLA 
loci such as IL-10 and IL23R-IL12RB with the disease has 
been described in several populations, whereas other loci 
(such  as  KIAA1529,  CPVL,  LOC100129342, UBASH3B, 
UBAC2, ERAP1, STAT4, and GIMAP) have been found only 
in a particular ethnic group7,8,37,38,39. 
Our results suggest a relationship between the IFI16, a 
mediator of the AIM2 inflammasome–dependent pathway, 
and susceptibility to BD. This association could be 
explained by steady-state basal IFI16 mRNA expression. 
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Table S1. Tag single-nucleotide polymorphisms (SNP) included in this study. 
Gen CHR Tag SNP SNP Identified Genotyping 
IFI16 1 
rs9887904 rs9887904 SEQUENOM 
rs1417806 rs1417806 SEQUENOM 
rs2276404 rs2276404 SEQUENOM 
rs12727764 rs12727764 SEQUENOM 
rs1361564 rs12738378, rs1361565, rs1361564 SEQUENOM 
rs866484 rs866484, rs856064 SEQUENOM 
rs856046 rs856049, rs856046, rs11265131, rs7535856 SEQUENOM 
rs1057024 rs1057024 SEQUENOM 
rs12093523 
rs12094741, rs1101991, rs12093523, rs11265133, 




rs855865, rs12124059, rs2570916, rs1772408, rs1772405, 
rs1057028, rs861318, rs856055, rs856052, rs856053, 
rs1633265, rs1772414, rs856058, rs1057027, rs1772415, 
rs1614182, rs1633256 
SEQUENOM 
rs3754459 rs3754459 TaqMan 
rs7532207 rs7532207 SEQUENOM 
rs6940 
rs6940, rs1772407, rs3018316, rs3737522, rs2814770, 
rs3768513, rs2814771, rs1616024, rs1633266, rs12098223, 
rs1633267, rs3754460, rs3768515 
SEQUENOM 
AIM2 1 
rs855871 rs855871 SEQUENOM 
rs855873 rs855873 SEQUENOM 
IFIH1 2 
rs1990760 rs1990760 TaqMan 
rs3747517* rs3747517 SEQUENOM 
rs13023380 rs13023380 SEQUENOM 
rs17715343 rs17715343 SEQUENOM 
TLR9  
rs352140 rs352140, rs352139 SEQUENOM 
rs187084 rs187084 SEQUENOM 
TLR3 4 
rs5743305 rs5743305 SEQUENOM 
rs11721827 rs11721827, rs11730143, rs11732384 SEQUENOM 
rs13126816 rs13126816, rs6552950 SEQUENOM 
rs13108688 rs13108688, rs7657186 SEQUENOM 
rs5743312 rs3775296, rs5743312, rs5743303 SEQUENOM 
rs7668666 rs7668666 SEQUENOM 
rs3775292 rs3775292 SEQUENOM 
rs3775291 rs3775291 SEQUENOM 
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Table S1, part 2. 
DDX58 9 
rs12006123 
rs17289116, rs1133071, rs7045087, rs12555727, 
rs12006123 
SEQUENOM 
rs7865082 rs7865082, rs3205166 TaqMan 
rs10738890 rs10738890, rs10738889 TaqMan 
rs9650702 rs6476362, rs9650702 SEQUENOM 
rs9695310 rs9695310 TaqMan 
rs944581 rs944581 ,rs639949, rs6476363, rs868608 SEQUENOM 
rs944582 rs944582 SEQUENOM 
rs17289402 rs17289402 SEQUENOM 
rs17289627 rs17289627, rs3824456, rs17290242 SEQUENOM 
rs944583 rs7037171, rs944583, rs4384073 SEQUENOM 
rs592515 
rs10813821, rs7855688, rs10511907, rs10971001, 
rs592515, rs10813825, rs7848849 
SEQUENOM 
rs13286888 
rs13286888, rs13290848, rs13300627, rs13300238, 
rs11549548, rs7034650, rs17289655, rs12554841, 
rs13288658, rs17217280, rs17289927, rs669260 
SEQUENOM 
rs10813826 rs10813826, rs582509, rs10970997 SEQUENOM 
rs608227 
rs10738891, rs7026407, rs659527, rs668559, rs4633144, 
rs621277, rs1622531, rs613645, rs10813829, 
rs12340133, rs680471, rs3739674, rs10813827, 
rs608227, rs660819, rs2777729, rs7023269, rs7044989, 
rs605383, rs658253, rs7022323 
SEQUENOM 
rs11795343 rs11795343 SEQUENOM 
rs10813831* rs4013911, rs10970990, rs4013910, rs10813831 SEQUENOM 
ZBP1 20 
rs4811885* rs4811885 SEQUENOM 
rs6064572 rs6064572, rs6123711 TaqMan 
rs8118279 rs8118279 TaqMan 
rs4811887 rs4811887, rs6070180, rs6025653 SEQUENOM 
rs4811888* rs4811888 SEQUENOM 
rs742724 rs742724 SEQUENOM 
rs2073145 rs2073145 SEQUENOM 
rs16981188 rs16981188 SEQUENOM 
rs4811890 rs2865395, rs4811890 SEQUENOM 
TLR7 X 
rs5741880 rs5743733, rs5741880, rs5935436 TaqMan 
rs179021 rs179018, rs179021 SEQUENOM 
rs179019 rs179019, rs179014 SEQUENOM 
rs1731479 rs1634322, rs1731479 SEQUENOM 
rs179016 rs179016 SEQUENOM 
rs5743749 rs5743749 SEQUENOM 
rs1638596 
rs1638596, rs1634321, rs1634320, rs1634323, 
rs1731478, rs1620233, rs1638597, rs1638595, rs1638594 
SEQUENOM 
rs179013 rs179011, rs179009, rs179013, rs179008 SEQUENOM 
Online supplement to: Variants of the IFI16 Gene Affecting the Levels of Expression of 
mRNA Are Associated with Susceptibility to Behçet Disease.  





rs179012 rs179012 SEQUENOM 
rs179010 rs179010 SEQUENOM 
rs1634319 rs1634319 SEQUENOM 
rs864058 rs850633, rs864058 SEQUENOM 
TLR8 X 
rs5741883 rs5741883 SEQUENOM 
rs3764880 rs3761624, rs3764879, rs4830805, rs3764880 SEQUENOM 
rs17256081 rs17256081 SEQUENOM 
rs2109134 rs2109134 SEQUENOM 
rs1548731 rs1548731 SEQUENOM 
rs5744067 rs4830808, rs5744067, rs2159377, rs3827469 SEQUENOM 
rs2407992 
rs5741886, rs5744069, rs2407992, rs3747414, 
rs4830807, rs1013151, rs5744080 
SEQUENOM 
rs5744088 rs5744055, rs1013150, rs5744088, rs5744068 SEQUENOM 
 
* Genotyping assay failure or not meet the threshold of quality control. 
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Table S2. Genetic models of inheritance of the risk (A) and the protective (B) haplotypes. 
 
A 
Model β Wald Test (p) AIC LR (p) 
Dominant 0.41577 2.3766 (0.017472) 2349.67 5.5011 (0.019004) 
Recessive 0.48185 0.9571 (0.338539) 2354.34 0.8302 (0.362215) 
Multiplicative 0.38289 2.4318 (0.015023) 2349.45 5.7241 (0.016734) 
General 0.40130 2.2575 (0.023979) 2351.40 5.7731 (0.055768) 
 
B 
Model β Wald Test (p) AIC LR (p) 
Dominant –0.67269 –2.5915 (0.009555) 2346.58 7.5896 (0.005871) 
Recessive –15.3711 –0.0093 (0.992577) 2351.92 3.2560 (0.071163) 
Multiplicative –0.68408 –2.7237 (0.006455) 2346.57 8.6007 (0.003360) 
General –0.62145 –2.4028 (0.016270) 2347.44 9.7301 (0.007712) 
 
 β: Estimated haplotype effect. Wald statistic for testing whether β = 0 and the 
associated p value. Subjects with 1 copy of the risk haplotype have in the recessive 
model the same risk as those subjects with no copies; in the dominant model, the same 
risk as those subjects with 2 copies; in the multiplicative model, an intermediate risk on 
log scale with respect to those subjects with 0 or 2 copies; and in the general model a 
general change in risk compared to those with 0 or 2 copies. AIC: Akaike information 
criteria; LR: likelihood-ratio statistic for testing the global null hypothesis. 
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Figure S1. Relative expression levels of the alleles A versus T of the single-nucleotide polymorphism nonsynonymous rs6940. 
 
The relative quantification was performed in samples from 46 heterozygous healthy donors.  Ratio A/T = 0.97 ± 0.08; p = 0.027. 
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Behçet`s disease (BD) is an immune-mediated and complex disease characterized 
by recurrent oral and genital ulceration, ocular involvement, mainly uveitis, and skin 
lesions, in addition, the disease could affect other parts of body as joints and the central 
nervous system. The etiology of BD remains poorly understood, although it has been 
proposed that certain infectious agents and environmental factors are the triggers of disease 
in genetically predisposed individuals [1]. This disease is most common along the ancient 
route known as "The Silk Road", stretching from China to the Mediterranean area [2]. This 
particular geographical distribution in conjunction with the familial aggregation and 
association with HLA class I molecules (specifically with HLA-B51) are evidences 
supporting genetic contribution into the pathogenesis of the disease [3,4].  
Regarding the genetic component, many studies have described association between 
this disease and HLA-B51 independently of the ethnicity of the population. Other studies 
suggest association with other molecules HLA class I (HLA-A, others HLA-B and HLA-C) 
but these associations are less consistent due primarily to limitations in the size of the 
cohorts, linkage disequilibrium (LD) in the region and the diversity of typing procedures, 
which have evolved from serological methods to molecular ones over time. Although, 
recent studies with high throughput platforms and more large cohorts also support 
association with others molecules HLA class I, the spectrum of HLA molecules associated 
with this disease is not completely known [5,6]. It is necessary to clarify this point in order 
to know what amino acid positions are relevant in the disease predisposition because this 
information could help to unravel the role of molecules HLA class I in the pathogenesis of 
the disease.  
It has been reported contribution of other genes, non-HLA, to the susceptibitily of 
the disease, but these associations have a less strength and, in general, they are not 
universally found. There are different genome wide association studies (GWAS) in BD, 
two en Turkish and three in Asian (Japanese, Chinese and Korean) populations [7-11], 
although the findings of these studies at GWAS level (p10-8) have been limited because of 
the number of patients (only one study includes more than 1,000 patients in the discovery 
cohort), which is necessarily low because BD is a rare disease. Therefore, only by 
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integrating information from different studies it will be possible to complete the picture of 
the pathways associated with this disease in different populations. The “Human Immuno 
DNA Analysis BeadChip Kit” (known as Immunochip, Ichip) is a high-density array 
developed by the Immunochip Consortium. This array contains 196,524 variants consisting 
of single nucleotide polymorphisms (SNPs), rare variants and insertion/deletion (INDEL). 
These variants are spread across 186 loci which may be involved in susceptibility to 
autoimmune and inflammatory disorders because of their function [12]. Therefore, this is a 
high throughput platform with a candidate gene approach, which has been successfully 
used in many genetic studies in complex diseases such as, rheumatoid arthritis [13], 
psoriasis [14], systemic sclerosis [15], etc. Additionally, this array is particularly 
appropriated to extract precise information of the HLA region to use it for imputation 
because it has the highest coverage of this area, reason it has contributed to the progress in 
the knowledge of these pathologies both inside as well as outside the HLA region. The aim 
of this study was to contribute to improve the knowledge of the genetic basis of BD by 
genotyping a cohort of Spanish patients with this high throughput genotyping platform. 
 
MATERIAL AND METHODS 
Study population 
This study included a total of 416 BD patient (43.7% males) who fulfilled the 1990 
International Study Group classification criteria for Behçet’s disease [16] and 2122 
unrelated healthy controls (44.3% males). The discovery cohort consisted of 286 BD 
patients and 1517 previously genotyped healthy controls and the validation cohort was 
composed of130 BD cases and 605 controls. All the subjects were Spanish from European 
origin and they were recruited from different Spanish hospitals [17]. The study was 
approved by the local ethics committees of all the participant hospitals and all the 
individuals included signed a written informed consent. 
 
Genotyping 
Peripheral blood or saliva was the starting material obtained from healthy controls 
and patients. Genomic DNA was extracted using QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, 
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Barcelona, Spain) according to the manufacturer´s recommendations and stored at -20°C. 
Genotyping in the discovery cohort was performed on the Illumina iScan system using the 
iChip platform, according to the Illumina protocol   
In order to assess the accuracy of the HLA imputation (see below), all the patients 
from the discovery cohort were also genotyped in the HLA-A, B and C loci using a low 
resolution (two-digits) PCR-SSOP Luminex method (LABType SSO One Lambda Inc., 
Canoga Park, CA), according to the manufacturer’s instructions. The same HLA typing 
method was also used to genotype another group of healthy controls (n=377) and to 
confirm HLA associations in the replication patient cohort (n=130). Replications of the rest 
of the no-HLA associations detected were performed using TaqMan® SNP Genotyping 
Assays Assays (Applied Biosystems, Barcelona, Spain) in a 7900HT Fast Real Time PCR 
System (Applied Biosystems). 
 
Genotyping calling and Quality criteria 
Genotype calling was performed after genotyping with the iChip platform according 
to the manufacturer’s instructions with the use of the Illumina iScan System and the 
Genotyping Module (v.1.8.4) of the GenomeStudio Data Analysis software using the NCBI 
build 36 (hg18) mapping (Illumina manifest file Immuno_BeadChip_11419691_B.bpm). 
Severe Quality Control (QC) parameters were applied in all data set. Those SNPs 
with a genotyping call rate lower than 90% and those that were not in Hardy-Weinberg 
equilibrium (HWE; P<0.001) were excluded from analyses. Those samples in which 
genotyping results were obtained in less than 90% of the SNPs were also excluded. To 
prevent population stratification, a five first principal-components (PC) analysis was 
performed by using the “null” SNPs of the iChip. Those samples whose values had 
standard deviations values greater than 4-fold the centroid of the cluster were considered 
outlier individuals and were eliminated from analyses. The PC analysis was performed 
using PLINK [18] and the gcta64 and R-base under GNU Public license v.2. Moreover, 
when duplicated samples or first-degree relatives were detected, one of the individuals of 
each duplicated pair or of each pair of relatives were removed using the Genome function 
with a Pi-HAT threshold 0.5 in PLINK. Of the 286 BD cases of the discovery cohort, 278 
passed all these QCs.  
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Imputation of the HLA region 
 The SNPs genotyping data of the MHC region at chr6: 20,000,000-40,000,000 bp 
were used to impute the alleles HLA class I and class II classical (two and four-digit levels) 
and the polymorphic amino acid positions[19]. The reference panel was comprised of 5,225 
individuals of European origin with genotyping data of 8,961 variants (common SNPs and 
INDEL polymorphisms) across the MHC region together with data of genotyping of the 
alleles HLA class I and II classical at a level of resolution of four digits [20,21]. The 
imputation process was performed with the SNP2HLA method using the Beagle software 
[22]. To impute data, those SNPs included in the iChip platform in the above mentioned 
region, were filtered according to more stringent QC parameters. Only those variants and 
those samples with a genotyping success call rate greater than 95% were used for 
imputation. The final set included a total of 7261 SNPs, 424 alleles HLA classical (two-
digits and 4-digits) in the all the HLA class I (HLA-A, HLA-B and HLA-C) and class II 
(HLA-DRB1, HLA-DQB1, HLA-DQA1, HLA-DPB1 and HLA-DPA1) loci and 1276 of 
polymorphic amino acid variants (Suppl Table 1). In order to assess the accuracy of the 
imputation, data of two-digit typing of HLA class-I (HLA-A, HLA-B and HLA-C) 
obtained  by imputation in patients included in the discovery cohort, were compared with 
those previously obtained in the same individuals using a standard HLA genotyping 
method (LABType SSO One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA) [22]. Two parameters 
were used in this comparison: the accuracy, which is a measure of the reliability of the 




The statistical analyses were performed with PLINK and R. To check association, a 
logistic regression analysis using the five first PCs as covariates for all the SNPs, all the 
classical HLA alleles at two-digit and four-digit levels and all the possible combinations of 
amino acid residues per position was carried out. To identify independent effects, step-wise 
logistic regression analyses were carried out conditioning by the most associated signals, as 
described [13]. The omnibus association test was performed to determine the influence of 
each polymorphic amino acidic position in disease susceptibility, as described [22]. A null 
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generalized linear model, which including the first 5 PCs as variable was built. The 
alternative model for each position included all the possible amino acids in the analyzed 
position in addition to the first 5 PCs. Both models, null and alternative, were compared 
using a likelihood ratio test with n-1 degrees of freedom, where n is the number of 
alternative amino acids at one specific position. Additionally, conditional analyses were 
conducted by using as conditioning factors the most associated positions. In these 
conditional analyses, the conditioning factors were included in both models, the null and 
the alternative. The 3D models of the HLA molecules were performed with the UCSF 
Chimera software [23].  
 
RESULTS 
As expected, the genetic region more strongly associated with the disease was the 
HLA class I region (p= 2.5x10
-20
). Only one additional signal was detected at the GWAS 
level, rs10889664, corresponding to IL23R (p=3.8x10
-12
), although the p-values for other 
two SNPs (rs2848479 in the JRKL/CNTN5 region, p=5.0x10
-8
 and rs1874886 in IL12A, 
p=6.7x10
-8
) were very close to this threshold. In addition, another 66 signals were detected 




) (Figure 1).  
Regarding the HLA region, a high overall accuracy of the imputation was observed 
for the three loci HLA-class I included: HLA-A, HLA-B and HLA-C when comparing 
imputation results with those obtained for same individuals using a standard HLA 
genotyping method (Suppl Table 2 and Figure S1). Additionally, the correlation coefficient 
(r) was also adequate for all the allele-groups except for HLA-A*25 and HLA-A*26 (Suppl 
Table 2). As a result of the imputation of the HLA region, a total of 7,227 SNPs, 1,273 
polymorphic amino acid variants and 419 classical allele-groups HLA class I and II (125 at 
two-digit and 294 at four-digit resolution levels) which had passed all QCs were included 
in the analysis. Frequencies obtained for all the classic allele-groups HLA class I and II at 
two and four digits resolution after imputation are displayed in Suppl Tables 3 and 4. After 
performing a logistic regression analysis including the 5PCs as covariates in order to 
control for population stratification, multiple signals of association at GWAS level were 
detected. As expected, the highest association peaks were observed in the HLA-B region, 
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although several signals throughout all the class I subregions were detected, however, no 
signal was detected in any of the different HLA class II subregions (Suppl Tables 5). To 
avoid the strong LD in the HLA region, a stepwise conditional analysis was performed in 
order to identify those HLA class I subregions that independently influence the 
susceptibility to BD. Our results confirm an independent association of variants of both 
HLA-A (A*02) and HLA-B (B*51, B*57 and B*15), nevertheless, association of HLA-C 
was completely abolished by introduction of the major associated variants as covariates 
(Table 1). Next, to replicate association on the HLA-A and B subregions, another set of 
patients were genotyped. Several HLA-A and B allele-groups were found associated in the 
overall cohort (Suppl Table 6). The multivariate analysis revealed independent association 
of A*03, B*15, B*51 and B*57 (Suppl Table 7). When individuals were stratified 
according to their B*51 or B*15+51+57 status, frequencies of A*02 and A*03 had the 
same trend in all the groups (Suppl Table 8). Next, association of the polymorphic amino 
acid residues in all the HLA molecules was investigated by using the omnibus test (Suppl 
Table 8). According to this analysis, the amino acid position strongest associated with 
susceptibility to BD is the position 97 in HLA-B. Thr and Val confer risk at this position 
(OR=2.74 and 2.71, respectively) whereas Arg and Ser confer protection (OR= 0.57 and 
0.72, respectively). Regarding HLA-A, the most associated position is the 66 being Lys the 
amino acid conferring risk (OR=1.64), this association remains significant after 
conditioning by position 97 in HLA-B (Figures 2 and 3). Practically identical results were 
obtained by performing a stepwise conditional analysis including only the amino acid 
residues of HLA-A and HLA-B (Suppl Table 10). Table 2 provides a summary of the 
classical HLA alleles encoding amino acids of interest in relevant positions and Figure 4 
displays the location of these positions in the 3D structure of the HLA class I molecule. 
For the rest of the loci, only 3 SNPs were found associated at GWAS level or very 
close to it, although other 66 were found in the grey area (Table Suppl 11). With regards to 
the GWAS level, two SNPs were selected for replication: rs2848479 (between JFK and 
CNTN5) and rs1874886 (IL12A). In addition, another SNP in IL12A, rs17810546, was 
genotyped in the entire cohort because it had been found associated in a previous study in 
another population. IL23R was not included because it has been described as associated 
with susceptibility to BD in different populations including ours. From all the genes 
96 
 
included in the grey area, STAT4, CCR1 and UBASH3B were selected for replication since 
they have been associated with this disease in previous studies in other populations. 
Furthermore, KIR2DL4 was included because it is a very particular KIR molecule both 
structurally and functionally and it has been related with severe uveitis in BD. In the cases 
of rs2848479 (JRKL/CNTN5), rs1874886 and rs17810546 (IL12A), rs11694530 (STAT4) 
and rs7616215 (CCR1), significance was also reached in the replication cohort. For 
rs604999 (KIR2DL4) and rs7944144 (UBASH3B) the differences were not significant in the 
replication cohort but the trend was the same as in the discovery cohort. In all the cases, the 
differences were significant in the overall cohort (Table 3).  
 
DISCUSSION 
The first conclusion of this study which was performed with a high-density array, 
iChip, is that two of the subregions of HLA class I, HLA-A and HLA-B, are independently 
associated to BD. Also, our analysis discards an association with the susceptibility to this 
disease of the other region of class I, HLA-C and of the entire class II region. In this sense, 
our results are in agreement with those recently obtained by Ombrello et al in the Turkish 
[5] population using a diifferent array and other population. As in the study by Ombrello et 
al, our results demonstrated, the importance of the locus HLA-B itself in the susceptibility 
to this pathology, because, no evidences of independent association with rs116799036 or 
with other SNP in the B-MICA region were found. Our data, support that the association 
between SNPs in the HLA-B-MICA region and the disease is a consequence of LD of 
markers located in this region with B*51. Therefore, in this respect, our results are contrary 
to those obtained by Hughes et al [6], suggesting that this noncoding SNP located between 
HLA-B and MICA was the true causal variant of the association of HLA-B*51 BD. 
Moreover our results also demonstrated association of several HLA-A and HLA-B allele-
groups with this disease.  
In the present study, a severe quality control of the imputation of the three loci of 
HLA class I was performed in order to validate the method and the reference panel used in 
imputation. A relatively large subset of individuals was genotyped by using both methods, 
traditional HLA typing as well as imputation, being values of accuracy appropriate for all 
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the allele-groups. (95%). Nevertheless, inappropriate r-values were detected in the cases 
of A*25 and A*26 because imputation failed in some of these individuals by assigning as 
A*25, individuals genotyping as A*26 by traditional methods and vice versa. These wrong 
assignations could be caused by the set of SNP that was used to impute these allele-groups, 
which could be not completely appropriate or because the data base of individuals used as 
reference for imputation would contain some errors. In any case, results of this parameter, 
which is not included in most of the studies, invalidate, in the cases of A*25 and A*26, the 
comparison between groups in which HLA typing has been obtained using traditional 
methods with those in which this typing has been imputed. In addition, the low r-values do 
not permit the inclusion of the data of these two allele-groups, obtained by imputation, in 
subsequent analyses involving stratification. This limitation could be related with 
discrepancies observed between different cohort from the same population. 
Several HLA class I allele-groups are associated with the disease in the discovery 
cohort, nevertheless, the high LD degree in a region that includes many important genes 
related with the immune response complicates the interpretation of the results. As a result 
of the multivariate analysis, association with the HLA-C region was completely abolished. 
In this respect, our results are also similar to Ombrello et al [5] and differ from Hughes et al 
[6]. According to these analyses, B*51 was the strongest associated factor but other allele-
groups HLA-B are independently associated with the disease, specifically, B*15, B*51 and 
B*57. Therefore, the stepwise in the discovery cohort and the multivariate analysis in the 
overall reveal the same results supporting at least 3 risk factors in the locus B. No 
significant differences were found in the case of other allele groups such as HLA-B*27, 
B*49, and others, in which trend towards association has been described in some 
populations. Although the association with disease can not be completely discarded in these 
cases, the force of the association would be slight because frequency of HLA-B*27 and 
B*49 in our population is higher than those of other allelic groups, such as B*57, that have 
been detected associated. Several allele-groups HLA-B, specifically, B*18, B*35, B*38 
and B*58 were found associated as protective factors in the overall cohort, nevertheless, 
none remains significant in multivariate analyses. Regarding HLA-A, our results support 
independent association of this locus, but results in allele-associated groups are less 
consistent because according to the stepwise analysis, A*02 is the risk factor that remain 
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significant after controlling by B51+57+15 whereas, A*03 is the HLA factor (protective) 
that remain significant, after multivariable analysis in the overall cohort. A*02, is in a 
strong LD with B*51, but frequency of HLA-A*02 was higher all the groups of patients 
(B*51 positive and negative and B15-51+57 positive and negative) compared with 
counterpart controls, although significance was reached only in those groups without HLA-
B risk factors (B*51 negative and B15+51+57 negative). These results suggest independent 
association of A*02, although the multivariate analysis does not reach significance. 
Regarding A*03, its frequency was lower in all the patient groups and the association was 
detected also in the multivariate but not in the stepwise analysis. Regarding other HLA 
allele-groups, some studies have suggested that A*26 is a risk factor for the disease. HLA-
A*26 was eliminated of the analysis performed with the discovery cohort because of the 
low r-value obtained by comparing the results of the imputation with traditional typing for 
this allele-group. However, the distribution of A*26 was not significantly different when 
comparing patients and controls genotyped using a standard method for HLA, moreover, 
the trend was toward a lower frequency in patients than in controls (0.03 vs. 0.06). Lastly, 
in a previous study, our group described independent association of A*24 with BD, but this 
association was not confirmed in the present study.  
Results in the HLA class I region illustrate the difficulty to evaluate association of 
the different subregions. This is particularly important when, as is the case of the study of 
the classical HLA alleles, the statistical power for each allele is different depending on its 
frequency in the population under study. Not always the most significant factors in 
univariate analyses are independently associated (as is the case of HLA-C) whereas other 
factors with P-values with lesser statistical significance are independently associated (for 
example, A*03 and B*15). Finally, it begins to be clear that there are several allelic groups 
class I are associated with BD and it is necessary to establish precisely what these factors 
are in order to generate hypotheses about the etiopathogenic role of these molecules in this 
disease. The study of amino acids confirms the relevance of a set of positions of the HLA-B 
molecules in the disease. Among these positions, 97B is the most strongly associated with 
the disease according to the Omnibus test. The p-values for the top HLA-C positions were 
dramatically increased when the test was conditioned to 97B, indicating dependency, ie 
LD, nevertheless, p-values for the top the set of HLA-A aminoacid remain approximately 
99 
 
equal indicating independency. On the other hand, other HLA-B top amino acid positions 
showed dependency of the 97B, nevertheless, from our point of view, the biological 
interpretation is different in this case. It is evident that each specific HLA-B molecule has a 
specific set of amino acid in polymorphic positions which, as a consequence, they are in 
LD and they are dependent but dependency in this case does not excluded influence of this 
position. In this sense, these kind of studies discarded the irrelevant positions and give an 
idea of which may be the most relevant but only by complementing this knowledge with 
those provided by functional studies would permit clarify this question. It has been 
demonstrated interaction of a inhibitory receptor of the NK cells (KIR3DL1) and molecules 
HLA with a serological-defined epitope named Bw4 (determined by amino acid positions 
79–83 of the molecule) having Ile80 (Bw4-I80). This interaction has an inhibitory effect on 
the cytotoxic capacity of NK cells. Also, it has been described that changes at specific 
positions of the HLA-B outside the Bw4 epitope, affect the interaction of Bw4 with 
KIR3DL1. Therefore results of this test additionally support independent association of the 
loci A and B and lack of association of the HLA and the class II molecules.  
Regarding the rest of the genes, none previous studies using Immunochhip as 
platform has been reported data. Association between IL-23R and this disease has been 
reported in different populations, included Spanish [8-9,24]. The specific position 
associated with the disease remains unknown and the SNP described are just marked but 
the results highlighted the importance of IL23R in the susceptibility to BD. The rs2848479 
is located in an intergenic region between the human homolog of mouse jerky gene 
(HHMJG, JRKL) and the contactin 5 (CTCN5) genes. JRKL encodes a protein with an 
unknown function and CTCN5 encoding a member of the contactin family (member 
belongings to the immunoglobulin superfamily) which mediate cell surface interactions 
during nervous system development. IL12A, is a subunit of the heterodimeric cytokines: 
IL12 and IL35 [25]. It has been proposed as suggestive of association with BD in a GWAS 
in the Turkish population an in a meta-analysis including this data together those obtained 
of a mixed population [26]. The SNP associated in the GWAS was rs17810546 which is 
not in LD with rs1874886 detected in discovery cohort of our study. In the replication both 
SNPs were included and association was confirmed for these 2 SNPs. Therefore, results 
support association of this gene in BD disease in other population. 
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In conclusion, our study, performed with HLA classical typing, supports that the 
association of HLA-B*51 with Behçet disease is explained by the HLA-B itself better than. by a 
variant located between HLA-B and MICA This study supports two different loci of susceptibility 
independently associated with the disease in the HLA region, specifically, HLA-A and HLA-B. 
Nevertheless, our results do not support independent association of the HLA-C region. 
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Table 1. Stepwise analysis to detect independent associations in the class I region 
Covariates Risk Allele Pvalue OR (95%CI) 
None HLA-B*51  1.182e-26 3.63 (2.87-4.60) 
HLA-B*51 HLA-B*57 1.058e-6 2.75 (1.83-4.12) 
HLA-B*51+B*57 HLA-B*15 4.68e-05 2.10 (1.47-3.01) 
HLA-B*51+B*57+B*15 HLA-A*02 0.002 1.36 (1.12-1.64) 
 
+= HLA-A*25 and HLA-A*26 are not included in this analysis because of the correlation 










P-value OR [CI 95%] Classical HLA alleles 
BD CTRL 
HLA-B 97 
Thr+Val 0.344 0.165 2.32E-21 2.86(2.31-3.56) 
HLA-B*13:02, HLA-B*51, HLA-B*52, HLA-
B*54, HLA-B*55, HLA-B*56, HLA-B*57, HLA-
B*59, HLA-B*78 
Arg+Ser 0.565 0.744 1.97E-16 0.45 (0.37-0.54) 
HLA-B*07, HLA-B*08, HLA-B*15, HLA-B*18, 
HLA-B*35, HLA-B*37, HLA-B*38, HLA-B*39, 
HLA-B*41, HLA-B*42, HLA-B*44, HLA-B*46, 
HLA-B*48, HLA-B*49, HLA-B*53, HLA-B*58, 
HLA-B*81, HLA-B*82 
HLA-A 66 Lys 0.493 0.368 1.29E-06 1.58(1.32-1.91) HLA-A*02, HLA-A*23, HLA-A*24, HLA-A*34 
 




Table 3. Replication study of non-HLA genes 
Chr Gene Variant Allele 

























rs2848479 A 0.529 0.404 5.00E-08 
1.65  
(1.38-1.98) 
0.505 0.391 0.002 
1.59  
(0.17-2.15) 
0.523 0.401 7.28E-10 
1.64  
(1.40-1.92) 
3 IL12A rs1874886 A 0.492 0.367 6.67E-08 
1.67 
 (1.39-2.02) 
0.447 0.378 0.039 
1.40  
(1.02-1.94) 
0.478 0.370 1.28E-08 
1.60 
 (1.36-1.88) 
3 IL12A rs17810546 G 0.146 0.098 6.67E-04 
1.58  
(1.21-2.06) 
0.159 0.084 0.002 
2.07 
 (1.29-3.33) 
0.149 0.094 9.23E-06 
1.68  
(1.33-2.11) 
2 STAT4 rs11694530 A 0.520 0.399 7.44E-07 
1.62 
 (1.35-1.96) 
0.482 0.378 0.013 
1.53  
(1.09-2.14) 
0.499 0.394 1.86E-07 
1.53  
(1.30-1.79) 
19 KIR2DL4 rs604999 A 0.215 0.144 7.75E-05 
1.63  
(1.30-2.04) 
0.161 0.141 ns  0.200 0.143 6.03E-05 
1.49  
(1.23-1.82) 
11 UBASH3B rs7944144 G 0.360 0.455 5.76E-05 
0.67  
(0.56-0.82) 
0.401 0.442 ns  0.378 0.450 3.00E-04 
0.74  
(0.63-0.88) 
3 CCR1 rs7616215 C 0.306 0.347 0.057 
0.83  
(0.68-1.01) 
0.259 0.353 0.016 
0.64  
(0.44-0.92) 









Figure1. Manhattan plot representation of the Immunochip results. The –log10 of the 
combined logistic regression test P-values are plotted against its physical chromosomal 
position. The red line represents the genome-wide level of significance (P<5x10
-8
). The 
blue line represents the statistical significance for suggestive signal (P<1x10
-4
). The most 
relevant associations are highlighted.  
Figure2. Manhattan plot representation of the Omnibus test of the amino acid positions. A) 
Unconditioned test. B) Results of Omnibus test after conditioning to HLA-B position 97. 
C) Results of Omnibus test after conditioning to HLA-B position 97 and HLA-A position 
66. The –log10 of the combined logistic regression test P-values are plotted against its 




Figure3. Independent analysis of the different amino acids of HLA-B position 97 and HLA-
A position 66. Each row refers to a single amino acid. Allele frequencies of cases and 
controls, odd ratios (OR) and -log10 of the logistic regression test P-values are plotted. 
Figure4. Ribbon representation of the HLA molecules HLA-B and HLA-A. The associated 
amino of the HLA model associated with BD are highlighted in red. 














































Suppl. Table 3. Univariate analysis of the classical allele groups in the HLA region at two-digit resolution level
HLA-A*01 0.103 0.123 ns
HLA-A*02 0.344 0.247 3.09E-06 1.60 (1.32-1.94)
HLA-A*03 0.063 0.114 0.0004 0.52 (0.36-0.75)
HLA-A*11 0.059 0.064 ns
HLA-A*23 0.038 0.028 ns
HLA-A*24 0.11 0.093 ns
HLA-A*29 0.072 0.08 ns
HLA-A*30 0.034 0.056 0.037 0.60 (0.37-0.97)
HLA-A*31 0.032 0.022 ns
HLA-A*32 0.034 0.039 ns
HLA-A*33 0.018 0.026 ns
HLA-A*34 0.004 0.002 ns
HLA-A*36 0.002 0 ns
HLA-A*66 0.009 0.006 ns
HLA-A*68 0.002 0.032 ns
HLA-A*69 0.002 0.006 ns
HLA-A*74 0.002 0.001 ns
HLA-A*80 0.002 0.002 ns
HLA-B*07 0.065 0.082 ns
HLA-B*08 0.045 0.063 ns
HLA-B*13 0.009 0.016 ns
HLA-B*14 0.067 0.064 ns
HLA-B*15 0.061 0.047 ns
HLA-B*18 0.058 0.082 0.046 0.68 (0.47-0.99)
HLA-B*27 0.025 0.027 ns
HLA-B*35 0.058 0.099 0.002 0.55 (0.38-0.81)
HLA-B*37 0.004 0.007 ns
HLA-B*38 0.023 0.036 ns
HLA-B*39 0.013 0.016 ns
HLA-B*40 0.023 0.033 ns
HLA-B*41 0.005 0.017 ns
HLA-B*42 0.002 0.001 ns
HLA-B*44 0.124 0.16 0.031 0.74 (0.57-0.98)
HLA-B*45 0.016 0.015 ns
HLA-B*46 0.002 0.001 ns
HLA-B*47 0.002 0.001 ns
HLA-B*48 0 0.001 -
HLA-B*49 0.036 0.04 ns
HLA-B*50 0.025 0.025 ns
HLA-B*51 0.245 0.08 7.9E-27 3.72 (2.94-4.70)






BD (n=278) Controls (n=1517)
HLA-B*53 0.014 0.011 ns
HLA-B*54 0 0 -
HLA-B*55 0.007 0.014 ns
HLA-B*56 0.004 0.004 ns
HLA-B*57 0.058 0.028 0.001 2.01 (1.31-3.05)
HLA-B*58 0.005 0.014 ns
HLA-B*73 0 0.001 -
HLA-B*78 0 0 -
HLA-B*81 0 0 -
HLA-C*01 0.025 0.034 ns
HLA-C*02 0.063 0.04 0.019 1.60 (1.09-2.36)
HLA-C*03 0.05 0.067 ns
HLA-C*04 0.094 0.128 0.022 0.70 (0.52-0.95)
HLA-C*05 0.081 0.107 ns
HLA-C*06 0.083 0.065 ns
HLA-C*07 0.21 0.254 0.03 0.78 (0.63-0.97)
HLA-C*08 0.068 0.061 ns
HLA-C*12 0.047 0.083 0.004 0.54 (0.36-0.82)
HLA-C*14 0.049 0.018 2.34E-05 2.82 (1.76-4.51)
HLA-C*15 0.103 0.041 3.45E-09 2.70 (1.95-3.75)
HLA-C*16 0.119 0.085 0.01 1.44 (1.08-1.92)
HLA-C*17 0.007 0.016 ns
HLA-C*18 0.002 0.001 ns
HLA-DQA1*01 0.340 0.377 0.098
HLA-DQA1*02 0.187 0.166 ns
HLA-DQA1*03 0.166 0.138 0.094
HLA-DQA1*04 0.045 0.025 0.011 1.80 (1.14-2.83)
HLA-DQA1*05 0.259 0.293 0.1033
HLA-DQA1*06 0.005 0.003 ns
HLA-DQB1*02 0.268 0.278 ns
HLA-DQB1*03 0.345 0.317 ns
HLA-DQB1*04 0.049 0.030 0.026 1.64 (1.06-2.52)
HLA-DQB1*05 0.166 0.183 ns
HLA-DQB1*06 0.173 0.194 ns
HLA-DPA1*01 0.228 0.238 ns
HLA-DPA1*02 0.227 0.236 ns
HLA-DPA1*03 0.002 0.003 ns
HLA-DPA1*04 0 0 ns
HLA-DPB1*01 0.043 0.047 ns
HLA-DPB1*02 0.196 0.168 ns
HLA-DPB1*03 0.081 0.085 ns
HLA-DPB1*04 0.478 0.483 ns
HLA-DPB1*05 0.022 0.017 ns
HLA-DPB1*06 0.009 0.015 ns
HLA-DPB1*09 0 0.005 ns
HLA-DPB1*10 0.020 0.024 ns





HLA-DPB1*13 0.043 0.025 0.018 1.78(1.11-2.88)
HLA-DPB1*14 0.007 0.031 0.003 0.22(0.08-0.60)
HLA-DPB1*15 0.007 0.009 ns
HLA-DPB1*16 0.005 0.004 ns
HLA-DPB1*17 0.036 0.035 ns
HLA-DPB1*18 0 0 ns
HLA-DPB1*19 0.004 0.004 ns
HLA-DPB1*20 0 0 ns
HLA-DPB1*21 0 0 ns
HLA-DPB1*22 0 0 ns
HLA-DPB1*23 0.002 0.002 ns
HLA-DPB1*26 0.002 0.001 ns
HLA-DPB1*28 0 0 ns
HLA-DPB1*30 0 0 ns
HLA-DPB1*31 0 0 ns
HLA-DPB1*33 0 0 ns
HLA-DPB1*34 0 0 ns
HLA-DPB1*35 0 0 ns
HLA-DPB1*40 0 0.001 ns
HLA-DPB1*45 0 0 ns
HLA-DPB1*48 0 0 ns
HLA-DPB1*81 0 0 ns
HLA-DPB1*85 0 0 ns
HLA-DRB1*01 0.097 0.115 ns
HLA-DRB1*03 0.103 0.132 0.06
HLA-DRB1*04 0.155 0.128 0.09
HLA-DRB1*07 0.187 0.165 ns
HLA-DRB1*08 0.045 0.028 0.036 1.63(1.03-2.57)
HLA-DRB1*09 0.009 0.010 ns
HLA-DRB1*10 0.022 0.016 ns
HLA-DRB1*11 0.153 0.139 ns
HLA-DRB1*12 0.007 0.011 ns
HLA-DRB1*13 0.106 0.124 ns
HLA-DRB1*14 0.025 0.028 ns
HLA-DRB1*15 0.077 0.091 ns
HLA-DRB1*16 0.014 0.018 ns
HLA-DP
HLA-DR
Suppl. Table 4. Univariate analysis of the classical allele groups in the HLA region at four-digit resolution level
HLA-A*0101 0.103 0.119 ns
HLA-A*0102 0 0.004 ns
HLA-A*0103 0 0.001 ns
HLA-A*0201 0.323 0.223 7.71E-07 1.65 (1.35-2.01)
HLA-A*0202 0.002 0.006 ns
HLA-A*0203 0 0.001 ns
HLA-A*0205 0.018 0.017 ns
HLA-A*0206 0.002 0.001 ns
HLA-A*0207 0 0 -
HLA-A*0211 0 0 -
HLA-A*0216 0 0 -
HLA-A*0217 0 0 -
HLA-A*0301 0.06115 0.1111 0.0006 0.53 (0.37-0.76)
HLA-A*0302 0.002 0.003 ns
HLA-A*1101 0.059 0.064 ns
HLA-A*1102 0 0 -
HLA-A*1103 0 0 -
HLA-A*1105 0 0 -
HLA-A*2301 0.038 0.028 ns
HLA-A*2401 0 0 -
HLA-A*2402 0.110 0.093 ns
HLA-A*2403 0 0 -
HLA-A*2407 0 0 -
HLA-A*2410 0 0 -
HLA-A*2901 0.009 0.003 0.03 3.46 (1.12-10.66)
HLA-A*2902 0.063 0.078 ns
HLA-A*3001 0.005 0.011 ns
HLA-A*3002 0.023 0.042 0.035 0.54 (0.31-0.97)
HLA-A*3004 0.006 0.003 ns
HLA-A*3101 0.032 0.022 ns
HLA-A*3103 0 0 -
HLA-A*3112 0 0 -
HLA-A*3201 0.034 0.039 ns
HLA-A*3301 0.018 0.022 ns
HLA-A*3303 0 0.003 ns
HLA-A*3401 0 0 -
HLA-A*3402 0.004 0.002 ns
HLA-A*3601 0.002 0 ns
HLA-A*3603 0 0 -
HLA-A*6601 0.008 0.006 ns
HLA-A*6602 0 0 -
HLA-A*6801 0.013 0.020 ns
HLA-A*6802 0.0108 0.013 ns
HLA-A*6803 0 0 -
HLA-A*6901 0.002 0.006 ns
HLA-A*7401 0.002 0.001 ns
HLA-A*8001 0.002 0.002 ns
HLA-B*0702 0.063 0.076 ns
HLA-B*0704 0 0 -
HLA-B*0705 0.002 0.007 ns
HLA-B*0801 0.045 0.063 ns
Allele P-value OR (95%CI)
Allele Frecuency
BD (n=278) Controls (n=1517)
HLA-B*1301 0 0.001 ns
HLA-B*1302 0.009 0.015 ns
HLA-B*1401 0.025 0.021 ns
HLA-B*1402 0.041 0.043 ns
HLA-B*1501 0.032 0.031 ns
HLA-B*1502 0 0 -
HLA-B*1503 0.013 0.004 0.019 3.03 (1.20-7.65)
HLA-B*1504 0 0 -
HLA-B*1505 0 0 -
HLA-B*1506 0 0 -
HLA-B*1507 0 0 -
HLA-B*1508 0 0 -
HLA-B*1509 0 0 -
HLA-B*1510 0.0005 0.002 ns
HLA-B*1513 0 0 -
HLA-B*1515 0 0 -
HLA-B*1516 0 0.002 ns
HLA-B*1517 0.002 0.004 ns
HLA-B*1518 0.004 0.003 ns
HLA-B*1521 0 0 -
HLA-B*1524 0 0 -
HLA-B*1525 0.005 0 ns
HLA-B*1526 0 0 -
HLA-B*1527 0 0 -
HLA-B*1530 0 0 -
HLA-B*1801 0.056 0.082 0.046 0.68 (0.46-0.99)
HLA-B*1802 0 0 -
HLA-B*2702 0.002 0 ns
HLA-B*2703 0 0 -
HLA-B*2704 0 0 -
HLA-B*2705 0.023 0.027 ns
HLA-B*2707 0 0 -
HLA-B*3501 0.034 0.054 0.049 0.61 (0.38-0.99)
HLA-B*3502 0.011 0.018 ns
HLA-B*3503 0.009 0.020 ns
HLA-B*3505 0 0 -
HLA-B*3508 0.004 0.005 ns
HLA-B*3512 0 0 -
HLA-B*3514 0 0 -
HLA-B*3517 0 0.001 ns
HLA-B*3521 0 0 -
HLA-B*3543 0 0 -
HLA-B*3701 0.004 0.007 ns
HLA-B*3801 0.023 0.036 ns
HLA-B*3802 0 0 -
HLA-B*3901 0.002 0.010 ns
HLA-B*3902 0 0 -
HLA-B*3906 0.009 0.006 ns
HLA-B*3908 0 0 -
HLA-B*3909 0 0 -
HLA-B*3910 0.002 0 -
HLA-B*4001 0.009 0.022 ns
HLA-B*4002 0.007 0.009 ns
HLA-B*4005 0 0 -
HLA-B*4006 0.007 0.001 0.016 5.53 (1.38-22.26)
HLA-B*4009 0 0 -
HLA-B*4010 0 0 -
HLA-B*4023 0 0 -
HLA-B*4101 0.002 0.012 ns
HLA-B*4102 0.004 0.005 ns
HLA-B*4201 0.002 0 -
HLA-B*4202 0 0.001 ns
HLA-B*4402 0.050 0.067 ns
HLA-B*4403 0.074 0.090 ns
HLA-B*4404 0 0 -
HLA-B*4405 0 0.002 ns
HLA-B*4501 0.016 0.015 ns
HLA-B*4601 0.002 0.001 ns
HLA-B*4701 0.002 0.001 ns
HLA-B*4801 0 0.001 ns
HLA-B*4901 0.040 0.040 ns
HLA-B*5001 0.025 0.025 ns
HLA-B*5002 0 0 -
HLA-B*5101 0.241 0.080 4.74E-26 3.92 (3.04-5.05)
HLA-B*5102 0 0 -
HLA-B*5105 0 0 -
HLA-B*5106 0 0 -
HLA-B*5108 0.004 0 ns
HLA-B*5201 0.007 0.015 ns
HLA-B*5301 0.014 0.011 ns
HLA-B*5401 0 0 -
HLA-B*5501 0.007 0.014 ns
HLA-B*5601 0.004 0.004 ns
HLA-B*5603 0 0 -
HLA-B*5604 0 0 -
HLA-B*5701 0.047 0.027 0.01 1.81 (1.14-2.86)
HLA-B*5702 0 0 -
HLA-B*5703 0.009 0.002 0.01 4.62 (1.40-15.24)
HLA-B*5801 0.005 0.014 ns
HLA-B*5802 0 0 -
HLA-B*7301 0 0.001 ns
HLA-B*7801 0 0 -
HLA-B*8101 0 0 -
HLA-C*0102 0.025 0.034 ns
HLA-C*0202 0.063 0.040 0.019 1.59 (1.08-2.33)
HLA-C*0206 0 0 -
HLA-C*0302 0 0.003 ns
HLA-C*0303 0.036 0.035 ns
HLA-C*0304 0.014 0.029 ns
HLA-C*0305 0 0 -
HLA-C*0306 0 0 -
HLA-C*0401 0.094 0.127 0.03 0.71 (0.52-0.96)
HLA-C*0403 0 0.001 ns
HLA-C*0404 0 0 -
HLA-C*0407 0 0 -
HLA-C*0410 0 0 -
HLA-C*0501 0.081 0.107 ns
HLA-C*0602 0.083 0.065 ns
HLA-C*0701 0.130 0.158 ns
HLA-C*0702 0.076 0.082 ns
HLA-C*0704 0.005 0.014 ns
HLA-C*0726 0 0 -
HLA-C*0801 0 0.001 ns
HLA-C*0802 0.068 0.060 ns
HLA-C*1202 0.007 0.014 ns
HLA-C*1203 0.040 0.070 0.01 0.56 (0.36-0.87)
HLA-C*1204 0 0 -
HLA-C*1402 0.049 0.018 2.34E-05 2.76 (1.72-4.42)
HLA-C*1502 0.097 0.031 3.47E-11 3.47 (2.42-4.98)
HLA-C*1504 0 0 -
HLA-C*1505 0.005 0.009 ns
HLA-C*1601 0.065 0.077 ns
HLA-C*1602 0.045 0.007 2.18E-10 6.72 (3.73-12.11)
HLA-C*1604 0.009 0.001 0.002 13.9 (2.68-72.02)
HLA-C*1701 0.007 0.016 ns
HLA-C*1801 0.001 0.001 ns
HLA-DQA1*0101 0.140 0.158 ns
HLA-DQA1*0102 0.119 0.136 ns
HLA-DQA1*0103 0.079 0.083 ns
HLA-DQA1*0201 0.187 0.166 ns
HLA-DQA1*0301 0.166 0.138 ns
HLA-DQA1*0401 0.045 0.025 0.01 1.80 (1.14-2.83)
HLA-DQA1*0501 0.259 0.293 ns
HLA-DQA1*0601 0.005 0.003 ns
 HLA-DQB1*0201 0.106 0.134 ns
HLA-DQB1*0202 0.162 0.144 ns
HLA-DQB1*0301 0.200 0.200 ns
HLA-DQB1*0302 0.110 0.095 ns
HLA-DQB1*0303 0.034 0.032 ns
HLA-DQB1*0304 0.002 0.001 ns
HLA-DQB1*0305 0 0 -
HLA-DQB1*0401 0 0 -
HLA-DQB1*0402 0.049 0.030 0.025 1.64 (1.06-2.52)
HLA-DQB1*0501 0.122 0.132 ns
HLA-DQB1*0502 0.020 0.021 ns
HLA-DQB1*0503 0.0234 0.029 ns
HLA-DQB1*0504 0 0.001 ns
HLA-DQB1*0601 0.011 0.013 ns
HLA-DQB1*0602 0.061 0.071 ns
HLA-DQB1*0603 0.068 0.074 ns
HLA-DQB1*0604 0.027 0.028 ns
HLA-DQB1*0609 0.005 0.009 ns
HLA-DPA1*0103 0.239 0.245 ns
HLA-DPA1*0104 0.009 0.005 ns
HLA-DPA1*0105 0.002 0.002 ns
HLA-DPA1*0201 0.192 0.206 ns
HLA-DPA1*0202 0.034 0.030 ns
HLA-DPA1*0301 0.002 0.003 ns
HLA-DPA1*0401 0 0 ns
HLA-DPB1*0101 0.043 0.047 ns
HLA-DPB1*0201 0.178 0.137 0.01 1.36 (1.07-1.74)
HLA-DPB1*0202 0.0180 0.032 ns
HLA-DPB1*0301 0.081 0.085 ns
HLA-DPB1*0401 0.412 0.383 ns
HLA-DPB1*0402 0.067 0.100 0.01 0.64 (0.45-0.91)
HLA-DPB1*0501 0.022 0.017 ns
HLA-DPB1*0601 0.009 0.015 ns
HLA-DPB1*0901 0 0.005 ns
HLA-DPB1*1001 0.020 0.024 ns
HLA-DPB1*1101 0.044 0.042 ns
HLA-DPB1*1301 0.043 0.025 0.02 1.78 (1.07-2.88)
HLA-DPB1*1401 0.007 0.031 0.003 0.22 (0.08-0.60)
HLA-DPB1*1501 0.007 0.009 ns
HLA-DPB1*1601 0.005 0.004 ns
HLA-DPB1*1701 0.036 0.035 ns
HLA-DPB1*1801 0 0 -
HLA-DPB1*2001 0 0 -
HLA-DPB1*2101 0 0 -
HLA-DPB1*2201 0 0 -
HLA-DPB1*2301 0.002 0.002 ns
HLA-DPB1*2601 0.002 0.001 ns
HLA-DPB1*2801 0 0 -
HLA-DPB1*3001 0 0 -
HLA-DPB1*3101 0 0 -
HLA-DPB1*3301 0 0 -
HLA-DPB1*3401 0 0 -
HLA-DPB1*3501 0 0 -
HLA-DPB1*4001 0 0.001 ns
HLA-DPB1*4501 0 0 -
HLA-DPB1*4801 0 0 -
HLA-DPB1*8101 0 0 -
HLA-DPB1*8501 0 0 -
HLA-DRB1*0101 0.038 0.064 0.01 0.57 (0.36-0.90)
HLA-DRB1*0102 0.040 0.040 ns
HLA-DRB1*0103 0.020 0.012 ns
HLA-DRB1*0301 0.100 0.130 0.04 0.74 (0.55-0.99)
HLA-DRB1*0302 0.004 0.002 ns
HLA-DRB1*0304 0 0.001 ns
HLA-DRB1*0401 0.041 0.035 ns
HLA-DRB1*0402 0.027 0.023 ns
HLA-DRB1*0403 0.004 0.008 ns
HLA-DRB1*0404 0.038 0.030 ns
HLA-DRB1*0405 0.023 0.027 ns
HLA-DRB1*0406 0 0.001 ns
HLA-DRB1*0407 0.016 0.005 0.007 3.12 (1.36-7.17)
HLA-DRB1*0408 0.005 0.004 ns
HLA-DRB1*0409 0 0.001 ns
HLA-DRB1*0410 0 0.001 ns
HLA-DRB1*0411 0 0.001 ns
HLA-DRB1*0437 0 0.001 ns
HLA-DRB1*0701 0.187 0.165 ns
HLA-DRB1*0801 0.032 0.022 ns
HLA-DRB1*0802 0.005 0.003 ns
HLA-DRB1*0803 0.004 0.003 ns
HLA-DRB1*0804 0.004 0.002 ns
HLA-DRB1*0806 0 0.001 ns
HLA-DRB1*0901 0.009 0.010 ns
HLA-DRB1*1001 0.021 0.017 ns
HLA-DRB1*1101 0.074 0.062 ns
HLA-DRB1*1102 0.013 0.020 ns
HLA-DRB1*1103 0.022 0.011 0.03 2.09 (1.07-4.12)
HLA-DRB1*1104 0.045 0.049 ns
HLA-DRB1*1106 0 0.001 ns
HLA-DRB1*1108 0 0.001 ns
HLA-DRB1*1201 0.005 0.011 ns
HLA-DRB1*1202 0.002 0.001 ns
HLA-DRB1*1301 0.068 0.069 ns
HLA-DRB1*1302 0.032 0.038 ns
HLA-DRB1*1303 0.005 0.018 0.04 0.30 (0.10-0.97)
HLA-DRB1*1304 0 0.001 ns
HLA-DRB1*1305 0 0 -
HLA-DRB1*1401 0.022 0.024 ns
HLA-DRB1*1402 0 0 -
HLA-DRB1*1404 0.004 0.003 ns
HLA-DRB1*1405 0 0 -
HLA-DRB1*1406 0 0 -
HLA-DRB1*1407 0 0 -
HLA-DRB1*1415 0 0 -
HLA-DRB1*1501 0.067 0.077 ns
HLA-DRB1*1502 0.011 0.013 ns
HLA-DRB1*1503 0 0.001 ns
HLA-DRB1*1601 0.011 0.012 ns
HLA-DRB1*1602 0 0.001 ns
Suppl. Table 5.  List of SNPs, amino acid and classical HLA classical allele-groups associated at GWAS level
Variation
 Position in Chr 6 
(GRCh36) 
Allele* P -value OR (CI 95%)
SNP_B_31432646 31432646 A 1.64E-26 3.99(3.096-5.152)
HLA_B_51 31431272 P 2.12E-26 3.978(3.084-5.131)
HLA_B_5101 31431272 P 1.29E-25 3.892(3.017-5.02)
SNP_B_31432107 31432107 T 1.86E-22 3.354(2.629-4.277)
SNP_B_31432222 31432222 A 1.86E-22 3.354(2.629-4.277)
SNP_B_31432180_CT 31432180 A 2.32E-21 2.861(2.302-3.554)
AA_B_97_31432180_TV 31432180 P 2.32E-21 2.861(2.302-3.554)
SNP_B_31432180_C 31432180 A 2.73E-19 2.599(2.11-3.201)
AA_B_97_31432180_SRW 31432180 A 2.73E-19 2.599(2.11-3.201)
AA_B_97_31432180_T 31432180 P 4.80E-18 2.719(2.168-3.41)
SNP_B_31432180_G 31432180 P 4.80E-18 2.719(2.168-3.41)
AA_B_97_31432180_SRN 31432180 A 1.04E-17 2.341(1.927-2.844)
rs2442736 31454600 G 2.94E-17 2.439(1.983-2.999)
AA_B_97_31432180_SR 31432180 A 1.97E-16 2.222(1.837-2.688)
SNP_B_31432180_CA 31432180 A 5.91E-16 2.444(1.968-3.035)
AA_B_97_31432180_TN 31432180 P 5.91E-16 2.444(1.968-3.035)
SNP_B_31432476_A 31432476 P 2.20E-15 2.242(1.836-2.737)
AA_B_80_31432476_I 31432476 P 2.20E-15 2.242(1.836-2.737)
AA_B_97_31432180_TW 31432180 P 2.18E-14 2.176(1.782-2.656)
rs4947296 31166157 C 3.02E-13 2.617(2.021-3.389)
AA_B_97_31432180_SRV 31432180 A 3.43E-13 2.058(1.694-2.5)
rs9380217 31159532 T 3.61E-13 2.598(2.008-3.36)
rs9380215 31157634 A 3.61E-13 2.598(2.008-3.36)
rs9266395 31443545 T 4.72E-13 2.115(1.727-2.591)
rs6933050 31451611 C 4.72E-13 2.115(1.727-2.591)
rs9266381 31442771 T 5.24E-13 2.112(1.724-2.588)
rs9266399 31443785 T 5.74E-13 2.106(1.72-2.579)
rs4959053 31207556 A 1.76E-12 2.593(1.99-3.379)
HLA_C_1502 31346171 P 9.88E-12 3.501(2.441-5.021)
SNP_C_31347028 31347028 T 9.88E-12 3.501(2.441-5.021)
AA_C_116_31347029_L 31347029 P 9.88E-12 3.501(2.441-5.021)
rs9378152 31153533 G 1.55E-11 2.558(1.947-3.36)
SNP_B_31432188 31432188 A 3.62E-11 1.948(1.599-2.373)
SNP_B_31432187_A 31432187 P 3.62E-11 1.948(1.599-2.373)
SNP_B_31432186 31432186 C 3.62E-11 1.948(1.599-2.373)
AA_B_95_31432186_W 31432186 P 3.62E-11 1.948(1.599-2.373)
SNP_B_31432185 31432185 C 3.62E-11 1.948(1.599-2.373)
rs3734854 31186815 A 4.09E-11 2.341(1.819-3.014)
rs9391709 31185384 C 4.09E-11 2.341(1.819-3.014)
rs2233984 31187243 A 4.09E-11 2.341(1.819-3.014)
rs12664384 31380871 T 4.96E-11 3.06(2.192-4.272)
SNP_B_31431959 31431959 G 1.21E-10 1.901(1.563-2.311)
AA_B_171_31431958_H 31431958 P 1.21E-10 1.901(1.563-2.311)
AA_B_171_31431958_Y 31431958 A 1.21E-10 1.901(1.563-2.311)
HLA_C_1602 31346171 P 1.97E-10 6.777(3.759-12.22)
AA_B_97_31432180_STV 31432180 P 2.84E-10 1.835(1.52-2.216)
rs2516449 31512040 C 3.83E-10 1.925(1.568-2.363)
SNP_B_31432645_C 31432645 P 6.27E-10 1.824(1.508-2.207)
AA_B_24_31432644_A 31432644 P 6.27E-10 1.824(1.508-2.207)
AA_B_152_31432015_E 31432015 P 6.59E-10 1.796(1.491-2.163)
SNP_B_31432015 31432015 T 6.59E-10 1.796(1.491-2.163)
AA_B_152_31432015_V 31432015 A 6.59E-10 1.796(1.491-2.163)
rs16899166 31366075 T 6.60E-10 2.898(2.068-4.063)
rs12663108 31377534 A 8.31E-10 2.877(2.053-4.032)
AA_B_97_31432180_RW 31432180 A 8.42E-10 1.801(1.492-2.173)
SNP_C_31345897_G 31345897 A 8.48E-10 2.298(1.762-2.998)
AA_B_97_31432180_RN 31432180 A 8.83E-10 1.779(1.48-2.139)
SNP_C_31345897_A 31345897 P 1.02E-09 2.288(1.754-2.985)
AA_B_97_31432180_R 31432180 A 1.96E-09 1.76(1.463-2.117)
SNP_C_31345216 31345216 A 2.78E-09 2.79(1.989-3.913)
rs5009853 31348615 T 2.78E-09 2.79(1.989-3.913)
SNP_C_31347039 31347039 G 2.78E-09 2.79(1.989-3.913)
HLA_C_15 31346171 P 2.78E-09 2.79(1.989-3.913)
SNP_C_31346772 31346772 A 2.78E-09 2.79(1.989-3.913)
SNP_C_31346801 31346801 A 2.78E-09 2.79(1.989-3.913)
AA_C_113_31347038 31347038 H 2.78E-09 2.79(1.989-3.913)
SNP_B_31432515_A 31432515 P 1.19E-08 1.721(1.428-2.075)
AA_B_67_31432515_FM 31432515 P 1.19E-08 1.721(1.428-2.075
rs2256028 31487177 T 4.44E-08 1.687(1.399-2.034)
rs3094584 31491827 T 4.70E-08 1.712(1.412-2.076)
SNP_A_30018709 30018709 A 6.94E-08 1.641(1.371-1.965)
AA_A_66_30018708 30018708 K 6.94E-08 1.641(1.371-1.965)
AA_A_62_30018696_GE 30018696 P 6.99E-08 1.643(1.372-1.968)
SNP_A_30018695 30018695 G 6.99E-08 1.643(1.372-1.968)
SNP_A_30018506 30018506 T 7.47E-08 1.64(1.369-1.964)
AA_B_194_31431315_I 31431315 A 7.60E-08 1.723(1.413-2.101)
AA_B_194_31431315_V 31431315 P 7.60E-08 1.723(1.413-2.101)
SNP_B_31431316 31431316 C 7.60E-08 1.723(1.413-2.101)
SNP_B_31431447 31431447 T 7.60E-08 1.723(1.413-2.101)
rs2250264 30929166 A 9.06E-08 1.719(1.409-2.097)
rs4711206 30095163 A 9.88E-08 1.715(1.406-2.091)
rs9393989 30148063 A 9.88E-08 1.715(1.406-2.091)
rs9380150 30118471 C 9.92E-08 1.704(1.4-2.073)
Suppl. Table 6  Study of replicacion of the classical HLA-A and B allele group at two-digits level
BD Controls BD Controls BD Controls
n=278 n=1517 n=129 n=377 n=407 n=1894
HLA-A*01 0.103 0.123 ns 0.105 0.118 0.098 0.118




0.349 0.249 1.31E-08 1.62 (1.38-
1.91)HLA-A*03 0.063 0.114 0.0004 0.52 (0.36-0.75) 0.062 0.113 0.014 0.52 (0.31-
0.87)
0.063 0.113 5.16E-05 0.53 (0.39-
0.71)HLA-A*11 0.059 0.064 ns 0.050 0.066 ns 0.058 0.066 ns
HLA-A*23 0.038 0.028 ns 0.043 0.030 ns 0.038 0.030 ns
HLA-A*24 0.11 0.093 ns 0.097 0.090 ns 0.104 0.090 ns
HLA-A*25 0.017 0.001 0.0000243 0.004 0.003 ns ns
HLA-A*26 0.034 0.063 0.009 0.047 0.059 ns ns
HLA-A*29 0.072 0.08 ns 0.050 0.080 ns 0.067 0.080 ns
HLA-A*30 0.034 0.056 0.037 0.60 (0.37-0.97) 0.035 0.055 ns 0.037 0.055 0.04 0.66 ( 0.45-
0.97)HLA-A*31 0.032 0.022 ns 0.039 0.023 ns 0.033 0.023 ns
HLA-A*32 0.034 0.039 ns 0.031 0.039 ns 0.033 0.039 ns
HLA-A*33 0.018 0.026 ns 0.016 0.028 ns 0.018 0.028 ns
HLA-A*34 0.004 0.002 ns 0 0.002 - 0.003 0.002 ns
HLA-A*36 0.002 0 ns 0 0.001 - 0.001 0.001 ns
HLA-A*66 0.009 0.006 ns 0.012 0.001 ns 0.010 0.006 ns
HLA-A*68 0.002 0.032 ns 0.066 0.037 0.02 1.85 (1.10-
3.12)
0.036 0.036 ns
HLA-A*69 0.002 0.006 ns 0 0.006 - 0.001 0.006 ns
HLA-A*74 0.002 0.001 ns 0 0.001 - 0 0.001 -
HLA-A*80 0.002 0.002 ns 0 0.002 - 0.001 0.002 ns
HLA-B*07 0.065 0.082 ns 0.063 0.079 ns 0.067 0.079 ns
HLA-B*08 0.045 0.063 ns 0.046 0.059 ns 0.042 0.059 ns
HLA-B*13 0.009 0.016 ns 0.021 0.015 ns 0.012 0.015 ns
HLA-B*14 0.067 0.064 ns 0.054 0.069 ns 0.063 0.069 ns
HLA-B*15 0.061 0.047 ns 0.083 0.045 0.009 1.91 (1.18-
3.10)
0.063 0.045 0.043 1.41 (1.02-1.96)
HLA-B*18 0.058 0.082 0.046 0.68 (0.47-0.99) 0.05 0.082 ns 0.055 0.082 0.010 0.65 (0.47-0.91)
HLA-B*27 0.025 0.027 ns 0.042 0.028 ns 0.032 0.027 ns
HLA-B*35 0.058 0.099 0.002 0.55 (0.38-0.81) 0.075 0.103 ns 0.065 0.103 0.001 0.61 (0.45-0.82)
HLA-B*37 0.004 0.007 ns 0.013 0.007 ns 0.005 0.007 ns
HLA-B*38 0.023 0.036 ns 0.021 0.037 ns 0.022 0.037 0.035 0.58 (0.35-0.96)
HLA-B*39 0.013 0.016 ns 0.004 0.016 ns 0.010 0.016 ns
HLA-B*40 0.023 0.033 ns 0.021 0.033 ns 0.022 0.033 ns
HLA-B*41 0.005 0.017 ns 0.125 0.016 ns 0.008 0.016 ns
HLA-B*42 0.002 0.001 ns 0 0.001 - 0.001 0.001 ns
HLA-B*44 0.124 0.16 0.031 0.74 (0.57-0.98) 0.133 0.157 ns 0.132 0.157 ns
HLA-B*45 0.016 0.015 ns 0.008 0.017 ns 0.014 0.017 ns
HLA-B*46 0.002 0.001 ns 0.004 0.001 ns 0.001 0.001 ns
HLA-B*47 0.002 0.001 ns 0 0.001 - 0.001 0.001 ns
HLA-B*48 0 0.001 - 0 0.001 - 0 0.001 -
HLA-B*49 0.036 0.04 ns 0.013 0.042 0.039 0.29 (0.09-
0.92)
0.03 0.04 ns
HLA-B*50 0.025 0.025 ns 0.0123 0.026 ns 0.021 0.026 ns




0.231 0.079 1.01E-31 3.50 (2.85-4.29)
HLA-B*52 0.007 0.015 ns 0.008 0.015 ns 0.008 0.015 ns
HLA-B*53 0.014 0.011 ns 0.021 0.013 ns 0.017 0.013 ns
HLA-B*54 0 0 - 0 0 - 0 0 -
HLA-B*55 0.007 0.014 ns 0.021 0.012 ns 0.010 0.012 ns
HLA-B*56 0.004 0.004 ns 0.004 0.004 ns 0.005 0.004 ns
HLA-B*57 0.058 0.028 0.001 2.00 (1.31-3.05) 0.04 0.027 ns 0.051 0.027 0.0007 1.93 (1.33-2.818)
HLA-B*58 0.005 0.014 ns 0 0.014 - 0.005 0.015 0.046 0.36 (0.13-0.99)
HLA-B*73 0 0.001 - 0 0.001 - 0 0.001 ns
HLA-B*78 0 0 - 0 0 - 0 0 ns
HLA-B*81 0 0 - 0 0 - 0 0 ns
OR (95%CI) P-value OR (95%CI)Allele
Allele Frecuency
P-value OR (95%CI) P-value
Allele Frecuency Allele Frecuency
Suppl. Table 7  Multivariate analysis including the classical HLA-A and B allele-groups associated in the overall cohort
HLA P-Value OR 95% CI
A*02 0.0643 1.25 0.99-1.91
A*03 0.0009 0.55 0.39-0.78




B*18 0.362 0.83 0.57-1.21
B*35 0.1416 0.77 0.55-1.09




B*57 0.0001 2..30 1.51-3.51
B*58 0..525 0.47 0.16-1.32




A*02 137 (0.28) 738 (0.23) 0.0004 1.47
A*03 36 (0.08) 360 (0.11) 0.04 0.69
N=168 N=282 P OR
A*02 132 (0.39) 201 (0.36) >0.05
A*03 14 (0.04) 62 (0.11) 0.0004 0.35
N=157 N=1356
A*02 97 (0.31) 630 (0.23) 0.003 1.48
A*03 29 (0.09) 314 (0.12) >0.05
N=193 N=380
A*02 143 (0.37) 241 (0.32) >0.05
A*03 18 (0.05) 72 (0.09) 0.004 0.47
HLA-B*15+51+57 NEGATIVE

















by B 97 and A 66)
B 97 31432180 6 9.90E-17 NA NA
B 80 31432476 3 1.43E-14 2.76E-03 3.85E-03
B 171 31431958 2 1.90E-10 6.35E-03 1.41E-02
B 95 31432186 3 3.51E-10 2.75E-01 4.16E-01
C 116 31347029 4 7.11E-10 2.90E-03 5.70E-03
B 152 31432015 2 7.21E-09 1.10E-03 5.33E-03
B 81 31432473 2 5.99E-08 6.34E-02 5.82E-02
B 24 31432644 3 7.87E-08 7.84E-01 6.99E-01
B 77 31432485 3 3.06E-07 4.62E-02 4.12E-02
C 113 31347038 2 4.98E-07 6.55E-02 1.02E-01
B 194 31431315 2 5.08E-07 2.06E-01 1.91E-01
B 82 31432470 2 8.91E-07 1.25E-01 1.14E-01
B 83 31432467 2 8.91E-07 1.25E-01 1.14E-01
A 66 30018708 2 1.70E-06 1.67E-05 NA
B 67 31432515 5 2.19E-06 9.21E-02 7.37E-02
A 116 30019099 3 3.13E-06 1.18E-04 1.30E-01
A 95 30019036 3 5.10E-06 1.58E-04 4.86E-02
A 114 30019093 4 7.82E-06 2.86E-04 1.86E-01
B 163 31431982 3 8.44E-06 1.47E-03 2.55E-03
C 73 31347408 2 2.79E-05 7.83E-03 1.21E-02
A 62 30018696 5 3.40E-05 2.03E-04 4.86E-01
A 74 30018732 2 3.49E-05 9.11E-04 8.18E-01
A 127 30019132 2 4.51E-05 7.12E-04 9.62E-02
A -15 30018338 2 5.35E-05 9.28E-04 1.27E-01
A 97 30019042 3 7.89E-05 8.12E-04 1.88E-01
A 276 30020259 2 9.61E-05 2.94E-04 1.19E-01
A 321 30020836 2 9.61E-05 2.94E-04 1.19E-01
A 107 30019072 2 1.10E-04 3.73E-03 7.71E-01
B 45 31432581 4 2.12E-04 4.85E-01 5.50E-01
A 152 30019207 5 2.27E-04 1.69E-03 2.34E-01
B -16 31432889 2 3.48E-04 1.01E-02 2.02E-02
B 116 31432123 5 3.51E-04 4.26E-02 7.28E-02
B 103 31432162 2 4.02E-04 2.07E-03 3.70E-03
A 70 30018720 2 4.65E-04 1.08E-03 3.16E-01
B 305 31430889 2 4.87E-04 5.83E-02 5.71E-02
B 177 31431940 2 7.87E-04 1.95E-01 1.34E-01
B 180 31431931 2 7.87E-04 1.95E-01 1.34E-01
C 21 31347564 2 8.75E-04 2.66E-01 3.93E-01
C 1 31347624 2 9.03E-04 6.78E-02 9.44E-02
A 161 30019234 2 1.10E-03 6.92E-03 1.16E-01
A 142 30019177 2 1.17E-03 2.42E-02 5.23E-01
A 145 30019186 2 1.17E-03 2.42E-02 5.23E-01
B 131 31432078 2 1.49E-03 2.57E-01 2.34E-01
B -10 31432871 2 1.49E-03 6.52E-01 4.99E-01
B 114 31432129 3 2.51E-03 9.23E-01 8.11E-01
B -8 31432865 2 2.55E-03 6.45E-01 5.51E-01
B 11 31432683 2 2.88E-03 5.79E-01 5.23E-01
B 282 31430958 2 3.03E-03 2.11E-01 2.47E-01
B 325 31430282 2 3.35E-03 1.54E-01 1.88E-01
C -17 31347805 2 3.95E-03 1.30E-01 1.20E-01
B 12 31432680 2 3.96E-03 4.86E-01 3.91E-01
A 207 30019950 2 4.79E-03 1.95E-02 1.32E-01
A 193 30019908 2 5.25E-03 2.18E-02 1.43E-01
A 194 30019911 2 5.25E-03 2.18E-02 1.43E-01
C 114 31347035 2 5.35E-03 5.97E-01 5.28E-01
C 77 31347396 2 5.45E-03 4.27E-02 1.12E-01
C 80 31347387 2 5.45E-03 4.27E-02 1.12E-01
DPB1 178 33160960 2 5.81E-03 9.76E-03 6.48E-03
B -11 31432874 2 7.57E-03 1.65E-01 2.81E-01
A 294 30020313 2 7.83E-03 3.12E-02 1.55E-01
B 41 31432593 2 8.17E-03 5.99E-01 5.43E-01
C 275 31345841 3 8.72E-03 6.43E-01 6.95E-01
C 253 31346031 2 8.94E-03 3.25E-01 2.54E-01
C 267 31345989 2 8.94E-03 3.25E-01 2.54E-01
B 9 31432689 3 9.28E-03 9.99E-01 9.23E-01
A 184 30019881 2 9.55E-03 3.43E-02 2.46E-01
B 74 31432494 2 1.00E-02 1.12E-03 7.05E-04
A 253 30020088 2 1.04E-02 3.44E-02 1.98E-01
C 90 31347357 2 1.07E-02 2.84E-01 2.53E-01
C 193 31346211 2 1.15E-02 3.59E-03 7.18E-04
B -23 31432910 2 1.16E-02 3.90E-01 3.25E-01
B -21 31432904 2 1.16E-02 3.90E-01 3.25E-01
A 17 30018561 2 1.22E-02 5.49E-02 2.86E-01
B 156 31432003 4 1.26E-02 6.90E-01 5.49E-01
C 306 31345748 2 1.30E-02 4.63E-01 3.41E-01
B 32 31432620 2 1.35E-02 5.80E-01 7.25E-01
B 178 31431937 2 1.42E-02 5.18E-01 3.24E-01
DQA1 175 32717988 3 1.43E-02 1.81E-01 1.14E-01
C 94 31347095 2 1.48E-02 8.66E-01 9.37E-01
DPB1 57 33156583 2 1.61E-02 6.04E-03 1.35E-02
C 147 31346936 2 1.64E-02 5.70E-01 4.40E-01
C 303 31345757 2 1.66E-02 3.98E-01 4.59E-01
B 94 31432189 2 1.76E-02 1.94E-01 3.11E-01
DRB1 37 32660037 5 1.77E-02 9.29E-02 1.16E-01
C 211 31346157 2 1.95E-02 6.39E-02 1.06E-01
DPB1 9 33156439 3 1.97E-02 1.11E-02 2.07E-02
C 326 31345141 2 2.00E-02 2.88E-01 2.40E-01
C 339 31345102 2 2.00E-02 2.88E-01 2.40E-01
DPB1 76 33156640 3 2.01E-02 1.08E-02 2.72E-02
C 14 31347585 2 2.12E-02 4.76E-01 5.97E-01
C 49 31347480 2 2.12E-02 4.76E-01 5.97E-01
DRB1 98 32657584 2 2.21E-02 1.28E-01 5.53E-02
DRB1 104 32657566 2 2.21E-02 1.28E-01 5.53E-02
C 95 31347092 3 2.23E-02 4.45E-01 5.63E-01
A 99 30019048 2 2.30E-02 2.01E-02 1.49E-01
C 285 31345811 3 2.33E-02 6.62E-01 5.42E-01
C 261 31346007 2 2.35E-02 3.84E-01 3.24E-01
C 273 31345971 2 2.35E-02 3.84E-01 3.24E-01
A 76 30018738 3 2.39E-02 3.47E-02 2.62E-01
DQA1 69 32717257 3 2.58E-02 2.30E-01 2.07E-01
DPB1 65 33156607 2 2.74E-02 1.30E-02 2.73E-02
B 62 31432530 2 2.78E-02 7.33E-01 6.84E-01
C 184 31346238 3 2.84E-02 7.13E-01 6.04E-01
C 97 31347086 2 3.05E-02 4.28E-01 2.78E-01
DQA1 215 32718464 2 3.08E-02 1.53E-01 7.34E-02
B 143 31432042 2 3.30E-02 2.00E-01 2.07E-01
B 147 31432030 2 3.30E-02 2.00E-01 2.07E-01
DQB1 140 32737868 2 3.35E-02 5.00E-01 7.14E-01
DQB1 182 32737742 2 3.35E-02 5.00E-01 7.14E-01
C 305 31345751 2 3.45E-02 5.64E-01 4.46E-01
C 307 31345745 2 3.45E-02 5.64E-01 4.46E-01
DPB1 36 33156520 2 3.51E-02 2.12E-02 3.42E-02
DQB1 221 32737116 2 3.84E-02 6.44E-02 6.25E-02
C 295 31345781 2 3.99E-02 5.80E-01 4.66E-01
C 16 31347579 2 4.17E-02 1.04E-01 1.86E-01
DRB1 120 32657518 2 4.24E-02 8.41E-02 7.99E-02
DQB1 185 32737733 2 4.25E-02 3.67E-01 3.76E-01
DQA1 11 32717083 2 4.32E-02 1.35E-01 9.30E-02
C 194 31346208 2 4.33E-02 7.16E-01 5.88E-01
DQA1 50 32717200 3 4.59E-02 2.19E-01 1.09E-01
DQA1 53 32717209 3 4.59E-02 2.19E-01 1.09E-01
A 63 30018699 3 4.65E-02 4.90E-02 9.91E-02
B 199 31431300 2 4.81E-02 8.98E-01 9.06E-01
DQB1 220 32737119 2 4.87E-02 8.44E-02 8.02E-02
C -9 31347781 2 5.01E-02 7.42E-01 6.19E-01
DQB1 203 32737170 2 5.19E-02 1.51E-01 1.38E-01
B 63 31432527 2 5.70E-02 3.38E-01 3.84E-01
C 219 31346133 2 5.77E-02 3.64E-02 4.61E-02
A 79 30018747 2 6.01E-02 2.48E-02 3.91E-01
A 80 30018750 2 6.01E-02 2.48E-02 3.91E-01
A 81 30018753 2 6.01E-02 2.48E-02 3.91E-01
A 82 30018756 2 6.01E-02 2.48E-02 3.91E-01
A 83 30018759 2 6.01E-02 2.48E-02 3.91E-01
C 270 31345980 2 6.18E-02 3.04E-01 2.73E-01
C 66 31347429 2 6.56E-02 3.82E-01 4.51E-01
B 70 31432506 4 6.56E-02 7.69E-02 4.92E-02
DRB1 133 32657479 2 6.59E-02 1.78E-02 2.13E-02
DRB1 142 32657452 2 6.59E-02 1.78E-02 2.13E-02
C 156 31346909 5 6.71E-02 1.33E-01 6.74E-02
DQA1 18 32717104 2 6.72E-02 1.82E-01 1.47E-01
DQA1 45 32717185 2 6.72E-02 1.82E-01 1.47E-01
DQA1 48 32717194 2 6.72E-02 1.82E-01 1.47E-01
DQA1 55 32717215 2 6.72E-02 1.82E-01 1.47E-01
DQA1 61 32717233 2 6.72E-02 1.82E-01 1.47E-01
DQA1 64 32717242 2 6.72E-02 1.82E-01 1.47E-01
DQA1 66 32717248 2 6.72E-02 1.82E-01 1.47E-01
DQA1 56 32717218 3 6.81E-02 2.31E-01 1.74E-01
DQA1 76 32717278 3 6.81E-02 2.31E-01 1.74E-01
B 46 31432578 2 7.17E-02 6.32E-01 7.93E-01
DQA1 80 32717290 2 7.21E-02 1.89E-01 1.57E-01
DQA1 218 32718473 2 7.21E-02 1.89E-01 1.57E-01
DRB1 11 32660115 5 7.40E-02 7.63E-02 6.84E-02
A 77 30018741 3 7.50E-02 1.94E-01 6.79E-02
DRB1 -17 32665460 3 7.64E-02 4.45E-02 4.03E-02
DPB1 56 33156580 2 7.76E-02 3.53E-02 4.74E-02
DQB1 53 32740678 2 8.07E-02 2.12E-01 1.75E-01
A 73 30018729 2 8.09E-02 1.37E-01 6.02E-02
C 284 31345814 2 8.11E-02 4.00E-01 3.46E-01
C 289 31345799 2 8.11E-02 4.00E-01 3.46E-01
C 291 31345793 2 8.11E-02 4.00E-01 3.46E-01
C 308 31345742 2 8.11E-02 4.00E-01 3.46E-01
C 309 31345739 2 8.11E-02 4.00E-01 3.46E-01
DQB1 84 32740585 2 8.12E-02 2.10E-01 1.77E-01
DQB1 85 32740582 2 8.12E-02 2.10E-01 1.77E-01
DQB1 89 32740570 2 8.12E-02 2.10E-01 1.77E-01
DQB1 90 32740567 2 8.12E-02 2.10E-01 1.77E-01
DQB1 70 32740627 3 8.15E-02 4.25E-01 4.29E-01
B 167 31431970 2 8.21E-02 7.55E-01 7.96E-01
DRB1 180 32657338 3 8.26E-02 4.20E-01 3.99E-01
DPB1 96 33160714 2 8.33E-02 4.93E-02 6.74E-02
DPB1 170 33160936 2 8.33E-02 4.93E-02 6.74E-02
B 30 31432626 2 8.69E-02 8.54E-01 8.37E-01
DQA1 129 32717850 2 8.73E-02 4.49E-01 4.72E-01
B 66 31432518 2 8.75E-02 3.75E-01 3.80E-01
B 65 31432521 2 9.02E-02 3.92E-01 3.85E-01
DQA1 187 32718380 2 9.38E-02 2.21E-01 2.13E-01
DQA1 47 32717191 4 9.61E-02 3.62E-01 2.17E-01
DRB1 26 32660070 3 9.64E-02 6.52E-01 7.32E-01
DRB1 33 32660049 2 9.74E-02 1.92E-01 1.77E-01
A 282 30020277 2 9.79E-02 5.94E-02 3.13E-01
A 311 30020364 2 9.79E-02 5.94E-02 3.13E-01
DRB1 77 32659917 2 9.96E-02 7.16E-01 8.56E-01
DRB1 181 32657335 3 1.01E-01 6.17E-01 4.26E-01
DRB1 13 32660109 6 1.02E-01 2.15E-01 1.82E-01
DQB1 56 32740669 2 1.02E-01 3.97E-01 5.50E-01
C 103 31347068 2 1.03E-01 1.06E-01 1.26E-01
C 173 31346858 2 1.03E-01 1.06E-01 1.26E-01
DQA1 26 32717128 2 1.04E-01 2.33E-01 2.30E-01
A 65 30018705 2 1.07E-01 5.79E-02 9.32E-01
B 113 31432132 2 1.08E-01 3.78E-01 5.26E-01
B 158 31431997 2 1.10E-01 4.44E-01 4.42E-01
DQA1 52 32717206 3 1.12E-01 3.21E-01 1.98E-01
DPB1 55 33156577 3 1.13E-01 7.76E-02 1.16E-01
A 144 30019183 2 1.14E-01 2.87E-01 5.05E-02
C -18 31347808 2 1.14E-01 5.03E-01 4.56E-01
C -5 31347769 2 1.14E-01 5.03E-01 4.56E-01
C 143 31346948 2 1.14E-01 5.03E-01 4.56E-01
C 170 31346867 2 1.14E-01 5.03E-01 4.56E-01
C 248 31346046 2 1.22E-01 7.05E-03 1.55E-02
DRB1 71 32659935 4 1.22E-01 1.44E-01 2.09E-01
C 24 31347555 2 1.23E-01 9.93E-02 8.75E-02
DRB1 70 32659938 3 1.24E-01 2.44E-01 3.25E-01
DRB1 47 32660007 2 1.27E-01 3.49E-01 2.03E-01
A 245 30020064 2 1.36E-01 1.12E-01 3.55E-01
DPB1 11 33156445 2 1.36E-01 5.98E-02 1.26E-01
DRB1 96 32657590 4 1.40E-01 1.93E-01 1.87E-01
C 177 31346846 2 1.41E-01 9.07E-01 7.43E-01
DRB1 74 32659926 5 1.44E-01 9.14E-01 7.77E-01
C 163 31346888 3 1.47E-01 1.46E-01 2.21E-01
DQA1 34 32717152 2 1.50E-01 2.30E-01 1.11E-01
A 283 30020280 2 1.54E-01 8.68E-02 2.58E-01
C -15 31347799 2 1.57E-01 1.25E-01 2.69E-01
DPB1 8 33156436 2 1.59E-01 9.66E-02 1.93E-01
DRB1 4 32665400 2 1.64E-01 2.91E-01 1.84E-01
DQA1 207 32718440 2 1.65E-01 4.47E-01 4.37E-01
A 105 30019066 2 1.66E-01 1.07E-01 3.55E-01
A 163 30019240 2 1.73E-01 1.05E-01 5.62E-01
DRB1 86 32659890 2 1.75E-01 6.01E-01 4.89E-01
A -11 30018350 2 1.80E-01 2.92E-01 1.73E-02
DQB1 125 32737913 3 1.81E-01 3.75E-01 2.91E-01
DRB1 32 32660052 2 1.86E-01 9.75E-01 9.94E-01
DQB1 87 32740576 3 1.99E-01 3.31E-01 2.24E-01
DQB1 86 32740579 3 2.05E-01 3.75E-01 3.24E-01
DQB1 224 32737107 2 2.07E-01 1.82E-01 2.18E-01
DRB1 16 32660100 2 2.07E-01 9.17E-01 9.65E-01
DQB1 -21 32742328 3 2.09E-01 3.85E-01 2.83E-01
DQB1 -6 32742283 3 2.09E-01 3.85E-01 2.83E-01
DQB1 -4 32742277 3 2.09E-01 3.85E-01 2.83E-01
DRB1 67 32659947 3 2.13E-01 6.90E-01 8.62E-01
DRB1 14 32660106 2 2.16E-01 4.66E-01 2.46E-01
DRB1 25 32660073 2 2.16E-01 4.66E-01 2.46E-01
B 145 31432036 2 2.18E-01 1.79E-03 4.88E-03
DRB1 78 32659914 2 2.24E-01 5.53E-01 3.14E-01
DQA1 75 32717275 2 2.25E-01 5.82E-01 4.73E-01
C 304 31345754 2 2.29E-01 5.12E-01 4.37E-01
B 109 31432144 2 2.31E-01 5.35E-01 3.59E-01
DRB1 58 32659974 2 2.31E-01 3.40E-01 5.96E-01
DPB1 84 33156664 2 2.32E-01 1.62E-01 2.44E-01
C 6 31347609 2 2.35E-01 9.83E-03 2.23E-02
B 99 31432174 2 2.35E-01 4.21E-01 4.34E-01
DQA1 107 32717784 2 2.40E-01 6.00E-01 4.97E-01
DQA1 156 32717931 2 2.40E-01 6.00E-01 4.97E-01
DQA1 161 32717946 2 2.40E-01 6.00E-01 4.97E-01
DQA1 163 32717952 2 2.40E-01 6.00E-01 4.97E-01
DRB1 166 32657380 2 2.49E-01 1.90E-01 2.25E-01
A 186 30019887 2 2.51E-01 2.99E-01 2.59E-01
DRB1 -24 32665481 3 2.52E-01 3.32E-01 2.57E-01
DPB1 85 33156667 2 2.68E-01 2.04E-01 3.87E-01
DPB1 86 33156670 2 2.68E-01 2.04E-01 3.87E-01
DPB1 87 33156673 2 2.68E-01 2.04E-01 3.87E-01
DQA1 54 32717212 2 2.69E-01 5.46E-01 3.05E-01
DQA1 -16 32713236 2 2.71E-01 3.31E-01 2.57E-01
A 56 30018678 2 2.72E-01 4.72E-01 6.79E-01
A 297 30020322 2 2.78E-01 3.64E-01 3.34E-01
DRB1 140 32657458 2 2.81E-01 1.52E-01 2.61E-01
A -22 30018317 2 2.90E-01 2.90E-01 2.04E-01
C 9 31347600 4 2.91E-01 5.84E-02 9.39E-02
DQB1 71 32740624 4 2.93E-01 6.25E-01 5.36E-01
DQB1 55 32740672 3 2.96E-01 5.51E-01 3.68E-01
A 90 30018780 2 3.06E-01 1.88E-01 3.55E-01
B 275 31430979 2 3.11E-01 2.42E-01 1.89E-01
B 295 31430919 2 3.11E-01 2.42E-01 1.89E-01
B 296 31430916 2 3.11E-01 2.42E-01 1.89E-01
B 298 31430910 2 3.11E-01 2.42E-01 1.89E-01
B 299 31430907 2 3.11E-01 2.42E-01 1.89E-01
B 300 31430904 2 3.11E-01 2.42E-01 1.89E-01
A 334 30021017 2 3.14E-01 4.87E-01 2.30E-02
DQB1 135 32737883 2 3.25E-01 2.54E-01 1.27E-01
A 299 30020328 2 3.25E-01 4.92E-01 1.92E-02
DQB1 77 32740606 2 3.29E-01 7.64E-01 4.14E-01
DQB1 38 32740723 2 3.30E-01 9.06E-01 6.38E-01
C 35 31347522 2 3.30E-01 7.63E-01 9.89E-01
A 156 30019219 4 3.33E-01 3.00E-01 7.38E-01
DQB1 -5 32742280 4 3.40E-01 5.63E-01 3.75E-01
B 69 31432509 2 3.41E-01 1.50E-02 9.30E-03
DRB1 31 32660055 3 3.53E-01 3.94E-01 4.83E-01
B 71 31432503 2 3.57E-01 1.71E-02 1.02E-02
A 9 30018537 4 3.58E-01 3.38E-01 1.19E-01
DQB1 116 32737940 2 3.60E-01 5.87E-01 7.06E-01
C 138 31346963 2 3.61E-01 7.19E-01 9.54E-01
DPB1 69 33156619 3 3.68E-01 3.74E-01 3.33E-01
DRB1 9 32660121 2 3.69E-01 1.63E-01 2.97E-01
DRB1 -1 32665412 3 3.69E-01 7.56E-02 6.71E-02
A 298 30020325 2 3.70E-01 4.93E-01 4.21E-02
A 307 30020352 2 3.70E-01 4.93E-01 4.21E-02
B 239 31431180 2 3.78E-01 2.70E-01 2.29E-01
B 253 31431138 2 3.78E-01 2.70E-01 2.29E-01
B 267 31431096 2 3.78E-01 2.70E-01 2.29E-01
B 268 31431093 2 3.78E-01 2.70E-01 2.29E-01
B 270 31431087 2 3.78E-01 2.70E-01 2.29E-01
A 288 30020295 2 3.81E-01 4.53E-01 2.97E-01
DQB1 30 32740747 3 3.82E-01 6.41E-01 4.24E-01
DRB1 40 32660028 2 3.96E-01 2.73E-01 3.64E-01
DQB1 14 32740795 2 3.97E-01 6.46E-01 7.56E-01
A 151 30019204 2 4.02E-01 9.84E-01 1.38E-01
C 11 31347594 2 4.07E-01 2.54E-01 2.92E-01
DRB1 30 32660058 5 4.08E-01 4.40E-01 4.49E-01
DQA1 25 32717125 2 4.12E-01 9.09E-01 9.42E-01
C 152 31346921 2 4.16E-01 7.09E-02 5.51E-02
DPB1 35 33156517 3 4.20E-01 4.06E-01 3.91E-01
DRB1 38 32660034 3 4.21E-01 2.35E-01 3.43E-01
DRB1 149 32657431 2 4.39E-01 6.50E-01 5.29E-01
B 245 31431162 2 4.42E-01 5.33E-01 5.89E-01
A 246 30020067 2 4.73E-01 7.32E-01 3.43E-02
DPA1 111 33144977 2 5.04E-01 5.04E-01 6.00E-01
DPA1 127 33144929 2 5.04E-01 5.04E-01 6.00E-01
DPA1 160 33144830 2 5.04E-01 5.04E-01 6.00E-01
DPA1 228 33144412 2 5.04E-01 5.04E-01 6.00E-01
DPA1 83 33145401 2 5.04E-01 5.07E-01 6.32E-01
A 166 30019249 2 5.05E-01 4.62E-01 9.93E-01
A 167 30019252 2 5.05E-01 4.62E-01 9.93E-01
DPA1 31 33145557 2 5.06E-01 5.04E-01 6.49E-01
DPA1 50 33145500 2 5.06E-01 5.04E-01 6.49E-01
C 99 31347080 4 5.11E-01 7.54E-02 1.52E-01
DQB1 167 32737787 2 5.26E-01 5.25E-01 3.82E-01
A 150 30019201 2 5.31E-01 3.60E-01 7.58E-01
A 158 30019225 2 5.31E-01 3.60E-01 7.58E-01
DQB1 45 32740702 2 5.35E-01 9.19E-01 6.41E-01
A 44 30018642 2 5.39E-01 3.65E-01 7.51E-01
A 67 30018711 2 5.39E-01 3.65E-01 7.51E-01
DRB1 112 32657542 2 5.59E-01 6.57E-01 5.51E-01
DRB1 60 32659968 3 5.59E-01 9.11E-01 6.23E-01
DQB1 13 32740798 2 5.67E-01 5.27E-01 3.69E-01
DQB1 130 32737898 2 5.73E-01 7.86E-01 7.98E-01
DRB1 10 32660118 3 5.93E-01 4.78E-01 5.92E-01
A -20 30018323 2 6.08E-01 7.39E-01 5.98E-01
A 310 30020361 2 6.08E-01 7.39E-01 5.98E-01
A 314 30020815 2 6.08E-01 7.39E-01 5.98E-01
DQB1 3 32742259 2 6.11E-01 6.12E-02 1.15E-01
DQB1 126 32737910 2 6.11E-01 5.73E-01 7.20E-01
DRB1 12 32660112 2 6.12E-01 9.22E-01 7.83E-01
DPB1 215 33161618 2 6.18E-01 6.73E-01 5.11E-01
A 149 30019198 2 6.20E-01 7.07E-01 6.09E-01
DPA1 11 33145617 2 6.49E-01 7.84E-01 8.43E-01
DQA1 41 32717173 2 6.67E-01 2.69E-01 1.74E-01
DQB1 26 32740759 3 6.77E-01 6.91E-01 5.79E-01
DRB1 28 32660064 2 6.80E-01 5.41E-01 3.55E-01
DRB1 85 32659893 2 6.80E-01 4.01E-01 4.52E-01
A 43 30018639 2 6.82E-01 5.97E-01 8.90E-01
DRB1 231 32656010 3 6.91E-01 3.99E-01 4.26E-01
DQB1 -27 32742346 3 6.98E-01 5.84E-01 5.67E-01
DQB1 -9 32742292 3 6.98E-01 5.84E-01 5.67E-01
A -2 30018377 2 6.99E-01 7.53E-01 5.91E-01
A 255 30020094 2 7.07E-01 6.05E-01 4.73E-01
A 268 30020133 2 7.07E-01 6.05E-01 4.73E-01
DQA1 130 32717853 2 7.12E-01 2.85E-01 1.93E-01
DQB1 57 32740666 4 7.25E-01 3.39E-01 1.51E-01
DQA1 40 32717170 2 7.39E-01 9.22E-01 7.17E-01
DQA1 51 32717203 2 7.39E-01 9.22E-01 7.17E-01
DQB1 197 32737188 2 7.44E-01 6.00E-02 1.17E-01
A 109 30019078 2 7.46E-01 8.30E-01 6.49E-01
DQB1 37 32740726 3 7.47E-01 1.28E-01 1.51E-01
DQB1 74 32740615 3 7.48E-01 6.36E-01 4.09E-01
DQB1 75 32740612 2 7.50E-01 5.08E-01 2.83E-01
DRB1 57 32659977 4 7.53E-01 8.93E-01 6.82E-01
DQB1 66 32740639 2 7.60E-01 5.57E-01 3.32E-01
DQB1 67 32740636 2 7.60E-01 5.57E-01 3.32E-01
DQB1 28 32740753 2 7.62E-01 4.51E-01 2.30E-01
DQB1 46 32740699 2 7.80E-01 4.41E-01 2.21E-01
DQB1 47 32740696 2 7.80E-01 4.41E-01 2.21E-01
DQB1 52 32740681 2 7.80E-01 4.41E-01 2.21E-01
DPB1 205 33161588 3 8.32E-01 8.42E-01 7.78E-01
DRB1 233 32656004 3 8.44E-01 6.65E-01 6.24E-01
A 171 30019264 2 8.49E-01 7.26E-01 4.87E-01
DRB1 189 32656611 2 8.61E-01 3.88E-01 3.31E-01
DRB1 -25 32665484 3 8.80E-01 4.91E-01 4.66E-01
DRB1 73 32659929 2 8.83E-01 7.26E-01 4.03E-01
C 91 31347104 2 9.04E-01 4.07E-01 4.77E-01
DPB1 194 33161555 3 9.19E-01 9.07E-01 8.09E-01
DPB1 33 33156511 2 9.19E-01 8.77E-01 8.05E-01
DRB1 -16 32665457 3 9.40E-01 5.44E-01 5.15E-01
DQB1 -10 32742295 3 9.45E-01 4.26E-01 2.39E-01
B 307 31430883 2 9.49E-01 6.74E-01 7.40E-01
DPA1 96 33145022 2 9.57E-01 9.85E-01 7.94E-01
DPA1 190 33144526 2 9.57E-01 9.85E-01 7.94E-01
DQB1 -17 32742316 3 9.58E-01 1.20E-01 1.85E-01
DQB1 -18 32742319 3 9.61E-01 6.07E-01 5.26E-01
DQB1 9 32740810 3 9.74E-01 1.80E-01 2.73E-01
A 12 30018546 2 9.93E-01 9.50E-01 6.37E-01
B 162 31431985 2 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00
B 166 31431973 2 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00
B 211 31431264 2 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00
DPA1 18 33145596 2 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00
DPB1 91 33156685 2 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00
Suppl. Table 10.  Stepwise analysis including the HLA-A and B the amino acid 
Covariates Risk Allele Pvalue OR (CI 95%)
None HLA-B 97 Thr/Val 2.32 E-21 2.86 (2.30-3.55)
HLA-B 97 Thr/Val HLA-A 66 Lys 1.17E-6 1.59 (1.32-1.91)
HLA-B 97 Thr/Val 
         +  HLA-A 66 Lys
HLA-B 152 Glu 0.0019 1.37 (1.13-1.68)
Suppl. Table 9.  List of non-HLA variants associated with the disease
Gene Chr Variant Allele BD Controls P-value OR (CI 95%)
IL23R 1 rs10889664 A 0.512 0.344 3.81E-12 2.00 (1.65-2.42)
JRKL/CNTN5 11 rs2848479 A 0.529 0.404 5.00E-08 1.65 (1.38-1.98)
IL12A 3 rs1874886 A 0.492 0.367 6.67E-08 1.67 (1.39-2.02)
PVT1 8 rs7826937 G 0.315 0.436 2.45E-07 0.60 (0.49-0.73)
PRKCG 10 rs11258609 A 0.383 0.273 5.15E-07 1.65 (1.35-2.00)
IL18R1 2 rs102372536 G 0.372 0.491 6.32E-07 0.62 (0.51-0.74)
STAT4 2 rs11694530 A 0.520 0.399 7.44E-07 1.63 (1.35-1.96)
CA11 19 rs12973839 C 0.386 0.500 1.52E-06 0.63 (0.52-0.76)
IL18R1 2 rs3732124 A 0.375 0.490 2.83E-06 0.63 (0.52-0.76)
C14orf145 14 rs2590486 A 0.378 0.487 3.52E-06 0.64 (0.53-0.78)
ATP2C2 16 rs10514605 A 0.086 0.040 4.10E-06 2.25 (1.59-3.18)
ASCC2 22 rs249398 G 0.390 0.498 4.23E-06 0.64 (0.53-0.78)
NUDFA4 7 rs4582447 C 0.540 0.429 4.54E-06 1.57 (1.29-1.89)
SLC2A13 12 rs2708494 A 0.523 0.415 5.83E-06 1.55 (1.29-1.87)
PSMA6 14 rs7152376 G 0.323 0.432 6.02E-06 0.63 (0.51-0.76)
RHPN2 19 rs11879773 A 0.537 0.432 7.34E-06 1.53 (1.27-1.85)
FUT2 19 rs602662 G 0.383 0.489 8.42E-06 0.65 (0.53-0.79)
PARK7 | ERRFI1 1 rs11585541 A 0.513 0.411 9.13E-06 1.51 (1.26-1.82)
IGSF3 | CD2 1 rs6677355 C 0.333 0.439 9.21E-06 0.64 (0.52-0.77)
EDG5 19 rs2288937 G 0.267 0.187 1.10E-05 1.59 (1.29-1.95)
LRP8 1 rs3737984 A 0.284 0.384 1.13E-05 0.64 (0.52-0.78)
RASIP1 19 rs2287921 A 0.381 0.485 1.17E-05 0.65 (0.54-0.79)
UBASH3A 21 rs117346108 C 0.033 0.092 1.31E-05 0.34 (0.21-0.55)
UBASH3A 21 rs7278547 G 0.349 0.453 1.54E-05 0.65 (0.53-0.79)
LOC644638 | PLCL2 3 rs1375631 A 0.538 0.440 1.65E-05 1.49 (1.24-1.79)
SNAI1 20 rs6067322 G 0.290 0.389 1.75E-05 0.64 (0.53-0.79)
NCK2 2 rs4851843 G 0.452 0.355 2.04E-05 1.50 (1.24-1.81)
VKORC1 16 rs8050894 C 0.326 0.425 2.06E-05 0.65 (0.54-0.80)
CTNNA3 | LOC340888 10 rs3125309 A 0.441 0.345 2.39E-05 1.50 (1.25-1.80)
ARNT2 15 rs8036233 T 0.349 0.453 2.49E-05 0.65 (0.53-0.79)
NRXN3 | LOC100131627 14 rs17109461 G 0.072 0.032 2.56E-05 2.35 (1.61-3.43)
TNFRSF9 | PARK7 1 rs72633102 A 0.092 0.047 2.65E-05 2.04 (1.46-2.85)
TNFRSF9 1 rs2472862 A 0.366 0.468 2.69E-05 0.66 (0.54-0.80)
LOC729159 | LOC64335816 rs12598916 C 0.215 0.306 2.81E-05 0.62 (0.50-0.78)
PGM2L1 11 rs10898982 A 0.377 0.478 3.03E-05 0.66 (0.55-0.80)
FLJ42986 | MAP4K4 2 rs7589943 C 0.045 0.016 3.47E-05 2.85 (1.72-4.73)
SEL1L2 20 rs6042449 A 0.510 0.407 3.60E-05 1.50 (1.24-1.81)
BCAR1 | CFDP1 16 rs73605154 A 0.331 0.240 3.68E-05 1.57 (1.28-1.92)
NEDD1 12 rs4762363 A 0.158 0.237 3.79E-05 0.61 (0.48-0.77)
rs2407782 12 rs2407782 G 0.309 0.404 3.84E-05 0.66 (0.54-0.80)
NRXN3 | LOC100131627 14 rs17109500 G 0.076 0.035 3.85E-05 2.26 (1.56-3.27)
NEDD1 12 rs4762361 A 0.158 0.237 3.92E-05 0.61 (0.48-0.77)
NEDD1 12 rs11108831 G 0.158 0.237 3.92E-05 0.61 (0.48-0.77)
PARK7 1 rs41278962 G 0.095 0.051 4.07E-05 1.97 (1.42-2.73)
TRAM1L1 | NDST3 4 rs1350617 A 0.580 0.482 4.29E-05 1.49 (1.23-1.80)
PRNT | RASSF2 20 rs968433 C 0.455 0.361 4.34E-05 1.48 (1.22-1.78)
PARK7 1 rs72634212 G 0.094 0.050 4.69E-05 1.98 (1.43-2.75)
NEDD1 | LOC732096 12 rs11108828 A 0.162 0.239 4.90E-05 0.61 (0.48-0.78)
SNAI1 20 rs1467483 A 0.292 0.384 5.12E-05 0.66 (0.54-0.81)
CDK2 12 rs2069407 A 0.030 0.082 5.22E-05 0.34 (0.20-0.57)
NEDD1 | LOC732096 12 rs11108824 A 0.159 0.237 5.53E-05 0.61 (0.48-0.78)
BLID | UBASH3B 11 rs7944144 G 0.360 0.455 5.76E-05 0.67 (0.56-0.82)
BTBD8 | C1orf146 1 rs569593 A 0.204 0.290 6.13E-05 0.63 (0.50-0.79)
CACNA1C 12 rs994901 A 0.415 0.510 6.18E-05 0.68 (0.56-0.82)
SDC4 20 rs1981431 A 0.418 0.511 6.20E-05 0.69 (0.57-0.83)
XCR1 | CCR1 3 rs1491959 A 0.301 0.400 6.74E-05 0.65 (0.53-0.79)
ERAP2 5 rs17087165 G 0.363 0.458 7.57E-05 0.67 (0.55-0.82)
KIR2DL4 19 rs604999 A 0.215 0.144 7.75E-05 1.63 (1.30-2.04)
CDH18 | LOC728411 5 rs10473458 C 0.399 0.491 7.96E-05 0.69 (0.57-0.83)
LOC284417 | SUV420H2 19 rs7253685 G 0.291 0.383 8.01E-05 0.66 (0.54-0.81)
PLEK | LOC554251 2 rs34852232 C 0.373 0.466 8.39E-05 0.68 (0.56-0.82)
C14orf145 14 rs8017943 A 0.314 0.403 8.41E-05 0.68 (0.55-0.83)
CRB1 1 rs10157465 C 0.044 0.100 8.41E-05 0.41 (0.27-0.64)
HERC4 10 rs597889 A 0.389 0.302 8.98E-05 1.47 (1.22-1.77)
UTS2 | TNFRSF9 1 rs585672 G 0.434 0.341 9.12E-05 1.48 (1.23-1.80)
HMGCR 5 rs17238484 A 0.157 0.235 9.64E-05 0.61 (0.47-0.78)
C14orf145 14 rs327435 A 0.504 0.413 9.78E-05 1.44 (1.20-1.74)
GPR35 | AQP12B 2 rs6437364 A 0.514 0.424 9.83E-05 1.43 (1.19-1.73)
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El trabajo de esta Tesis Doctoral se ha centrado en el estudio de los 
factores genéticos que se encuentran involucrados en la predisposición a padecer 
una enfermedad con base inmunológica, la enfermedad de Behçet. El problema 
principal de muchos de los trabajos que abordan esta cuestión, es la inclusión de 
un número muy limitado de pacientes con los inconvenientes que un tamaño 
muestral bajo supone en términos de la limitación del poder estadístico. Este 
problema es debido a la baja prevalencia de la enfermedad, hecho que se acentúa 
en los estudios con población europea. Además, la contribución de cada uno de los 
genes involucrados en el desarrollo de estas patologías es relativamente baja, y 
este factor condiciona aún más la necesidad de cohortes más amplias para detectar 
asociaciones. Entre los principales éxitos de nuestro trabajo se encuentra el hecho 
de haber podido reclutar la cohorte más amplia de pacientes europeos existente 
hasta la fecha. Con esta cohorte y el diseño experimental propuesto hemos 
intentado proporcionar nuevos datos que contribuyan a ampliar el conocimiento 
del componente genético de la enfermedad. A continuación, se resumen y 
discuten, agrupados según los objetivos planteados, los resultados publicados en 
los seis trabajos que se incluyen en la presente Tesis Doctoral. 
 
Objetivo 1. Replicación en población europea de asociaciones 
genes/enfermedad descritas en otras poblaciones (Trabajos 1, 2, 3 y 4). 
La identificación de todos los factores genéticos que participan en la 
predisposición a las enfermedades complejas presenta grandes dificultades porque 
la contribución de cada uno de los genes involucrados en el desarrollo de estas 
patologías es relativamente baja. Para detectar genes que supongan un riesgo 
relativamente bajo, es decir, genes que presenten OR pequeñas son necesarias 
cohortes de población muy grandes y, como hemos comentado, los estudios 
realizados en BD no disponen de cohortes muy amplias (debido a su baja 
prevalencia), factor que determina que el poder estadístico de estos estudios sea 
bajo. La falta de reproducibilidad de asociaciones que encontramos 
frecuentemente en la literatura puede ser debida a la publicación de resultados de 




asociación falsos (errores de tipo 1, falsos positivos) o a diferencias poblacionales. 
Por ello, para consolidar ciertas las asociaciones entre polimorfismos genéticos y 
enfermedad es necesario realizar estudios de replicación. Esta es la razón por la 
que, en el objetivo 1 de nuestro estudio, nos propusimos replicar en población 
española una serie de asociaciones que habían sido descritas recientemente en 
otras poblaciones. Los genes que fueron seleccionados para la realización de los 
trabajos 1 y 2, son genes que se habían relacionado con la enfermedad en 
población asiática pero para los cuales no se habían llevado a cabo estudios de 
replicación en otras poblaciones. Estos genes eran además buenos candidatos 
desde un punto de vista funcional. 
 A finales de 2013, se publicaron los resultados de un GWAS realizado en 
población asiática (japoneses y coreanos), en el cual se propone GIMAP como 
nuevo locus de susceptibilidad para BD (Lee YJ et al., 2013). En el mencionado 
trabajo, los autores identificaron seis SNPs asociados a la enfermedad. Estos SNPs 
se encuentran en un cluster génico localizado en el brazo largo del cromosoma 7 
(7q36.1), que contiene genes pertenecientes a la familia GIMAP (GIMAP1, 
GIMAP2, GIMAP4, GIMAP5, GIMAP6 y GIMAP7). La familia GIMAP es una 
familia de GTPasas que interviene en el desarrollo y supervivencia de los 
linfocitos T (Saunders A et al., 2010), por lo que, variantes de los genes que 
codifican estas moléculas, podrían estar relacionadas con la predisposición a 
padecer enfermedades autoinflamatorias. Sin embargo, la asociación de GIMAP 
con BD todavía no había sido replicada en otras poblaciones y, por tanto, no 
estaba confirmada.  
Según los resultados de nuestro estudio, no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas en la distribución de las frecuencias entre pacientes 
y controles para ninguno de los seis SNPs que se encontraron asociados en el 
trabajo de Lee YJ et al. (trabajo 1, tabla 1). No podemos descartar la existencia 
de variaciones poblacionales que expliquen la disparidad de resultados, sin 
embargo, estas discrepancias también pueden ser debidas a errores tipo I 
propiciados, por ejemplo, por la existencia de algún tipo de sesgo en la selección 
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de la población control. En este sentido, para tratar de explicar las razones de las 
discrepancias entre nuestro trabajo y el anteriormente publicado, se recopilaron las 
frecuencias descritas para estos SNPs en el proyecto 1000 Genomas considerando 
las poblaciones IBS, JPT y ASN como poblaciones de referencia para la española, 
japonesa y coreana, respectivamente. Como se puede observar en la tabla 4, que 
resume esta información, las frecuencias encontradas en nuestro trabajo en 
población control para el alelo de riesgo son similares a las descritas para 
población IBS; mientras que, las frecuencias descritas para las poblaciones control 
coreanas y japonesas para el alelo de riesgo, en el trabajo de Lee YJ et al., son 
inferiores a las publicadas para JPT y ASN en el proyecto 1000 Genomas. Dicho 
de otra forma, las frecuencias de las poblaciones de referencia de poblaciones 
asiáticas se asemejan más a las de las cohortes de pacientes incluidas en el trabajo 
de Lee YJ et al. que a las de sus controles. Hay que tener en cuenta que la 
existencia de variación de las frecuencias de los alelos dentro de las poblaciones es 
una fuente de identificación de asociaciones con errores tipo I (Cardon LR et al., 
2003; Ziv E et al., 2003). En este sentido, aunque se ha visto que existen 
gradientes poblacionales dentro de Europa (Heath SC et al., 2008; Lao O et al., 
2008), estos gradientes son mucho menos acusados que en otras poblaciones, 
como la población asiática (Rosenberg NA et al., 2002; The HUGO Pan-Asian 
SNP Consortium, 2009;  Reich D et al., 2009). Este es el motivo por el que es muy 
importante comprobar que la población de estudio está bien seleccionada y que no 











Tabla 4. Frecuencias de los 6 SNPs de los genes GIMAP estudiados en 












Coreana 0.58 0.48 0.52 
Japonesa 0.47 0.41 0.49 
Española 0.57 0.58 0.58 
rs1522596 A 
Coreana 0.59 0.48 0.52 
Japonesa 0.47 0.41 0.49 
Española 0.58 0.58 0.59 
rs1608157 C 
Coreana 0.59 0.48 0.52 
Japonesa 0.47 0.41 0.49 





Coreana 0.49 0.41 0.51 
Japonesa 0.46 0.40 0.46 




Coreana 0.50 0.43 0.49 
Japonesa 0.46 0.40 0.46 
Española 0.60 0.58 0.60 
GIMAP 1 rs2286900 A 
Coreana 0.21 0.14 0.21 
Japonesa 0.18 0.20 0.21 
Española 0.10 0.09 0.07 
Las poblaciones de referencia del proyecto 1000 Genome Project son ASN, JPT y IBS, 
para coreanos, japoneses y españoles respectivamente. 
 
TNFAIP3 y JAK1 han sido recientemente identificados en dos trabajos 
independientes como nuevos locus de susceptibilidad con BD en una población 
china, concretamente en población Han (Hou S et al., 2013; Li H et al., 2013). 
TNFAIP3 (6q23) codifica una ubiquitinasa involucrada en la respuesta a través de 
NF-kappa-B (Boone DL et al., 2004) mientras que, JAK1 (1p32.3-31.3) interviene 
en las rutas de señalización de los IFNα/β y γ (Babon JJ et al., 2014). Diversas 
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razones nos impulsaron a diseñar un estudio de replicación para confirmar la 
asociación de estos genes en nuestra población. La primera, como en el caso 
anterior, era que la asociación no se había identificado en otras poblaciones, ya 
que, no se había hecho ningún estudio de replicación y tampoco se había descrito 
en ninguno de los GWAS realizados hasta la fecha (Fei Y et al., 2009; Remmers 
EF et al., 2010; Mizuki N et al., 2010; Hou S et al., 2012; Lee YJ et al., 2013). 
Otra razón era que el 100% de los individuos de la población de pacientes incluida 
en los 2 trabajos previos padecían uveítis y, por tanto, no se sabía si, en caso de 
confirmarse, la asociación estaba relacionada con la predisposición a la 
enfermedad o con el desarrollo de una característica clínica determinada, 
concretamente con la uveítis. Además, desde un punto de vista funcional, ambos 
genes son buenos candidatos y se ha descrito asociación con diferentes 
enfermedades de base inmunológica (Hu K et al., 2013). TNFAIP3 se ha descrito 
como relacionado con SSc en población caucásica (Dieudé P et al., 2010), 
concretamente un SNP, rs5029939, que está en LD (r2=0.88 y D’=1) con el 
rs9494885, incluido en nuestro estudio. También se ha descrito asociación de otros 
2 SNPs: rs10499194 y rs2230926 con RA en población china (Zhang X et al., 
2014). En nuestro trabajo incluimos el primero pero no incluimos el segundo 
porque su MAF en población caucásica es muy baja (0.02). En cuanto a JAK1 hay 
un estudio en población china que encuentra asociación con 3 SNPs, con elevado 
LD entre sí, con el síndrome Vogt-Koyanagi-Harada (VKH). En nuestro trabajo 
incluimos 1 de estos 3 SNPs. 
Los resultados obtenidos en nuestra población no muestran ninguna 
diferencia en la distribución de las frecuencias entre casos y controles para 
ninguno de los 5 SNPs analizados (trabajo 2, tabla 1). Como en el caso anterior, 
analizamos si la disparidad de resultados podría atribuirse a un sesgo originado, 
por ejemplo, por la selección de la población control. Sin embargo, al contrario 
que en el caso anterior y como se puede apreciar en la tabla 5 las frecuencias de 
las variantes de riesgo en las poblaciones control son similares a las descritas en 




las poblaciones de referencia del proyecto 1000 Genomas, siendo CHB la 
población de referencia elegida para la población Han. 
Tabla 5. Frecuencias de los cinco SNPs estudiados en los genes TNFAIP3 y 













Chinos Han 0.02 0.04 0.02 
Española 0.32 0.30 0.35 
rs610604 G 
Chinos Han 0.09 0.07 0.12 
Española 0.36 0.33 0.35 
rs9494885 C 
Chinos Han 0.17 0.10 0.08 
Española 0.11 0.12 0.08 
JAK1 
rs2780815 G 
Chinos Han 0.89 0.85 0.85 
Española 0.49 0.47 0.50 
rs310241 G 
Chinos Han 0.33 0.27 0.27 
Española 0.27 0.28 0.29 
Las poblaciones de referencia del proyecto 1000 Genome Project son CHB y IBS para 
chinos Han  y españoles respectivamente. 
 
Como se ha comentado anteriormente, nos planteamos la posibilidad de 
que la asociación de estos genes estuviera relacionada con la presencia de uveítis, 
ya que, en la cohorte de descubrimiento, todos los pacientes presentaban esta 
manifestación clínica. También exploramos la posibilidad de que la asociación 
estuviera relacionada con la presencia de otros factores de riesgo genético, por lo 
que se investigó la asociación de estos factores en subgrupos de pacientes 
estratificados según la presencia de HLA-B*51. En ningún caso se detectaron 
diferencias significativas en la distribución de estos marcadores (artículo 2, tabla 
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2). Por tanto, los estudios realizados hasta el momento en los genes de TNFAIP3 y 
JAK1 sugieren asociación con BD en población asiática, pero no en población 
europea. Este sería un ejemplo más de diferencia entre poblaciones como se ha 
descrito en el caso del gen PAD14 y su asociación con RA (Martinez A et al., 
2005; Suzuki A et al., 2003)  
En resumen, los resultados obtenidos en población Española no 
reproducen las asociaciones descritas en población asiática. Esta enfermedad, al 
igual que la mayoría de las enfermedades complejas, se caracteriza por ser una 
enfermedad muy heterogénea, por lo que las discrepancias que se observan 
podrían ser debidas a una asociación específica con población asiática y no con 
población caucásica. Otra posible explicación a la falta de consistencia en las 
replicaciones podría ser la existencia de una distribución diferente de las 
manifestaciones clínicas en las diferentes poblaciones de estudio, debido al 
carácter sistémico y multifactorial de la enfermedad. En esta línea debemos hacer 
notar que, como se ha comentado en el caso de los trabajos de JAK1 y TNFAIP3 el 
100% de los pacientes muestra manifestaciones oculares (Hou S et al., 2013; Li H 
et al., 2013). Por tanto aunque en nuestro estudio, no se encontraron evidencias de 
asociación con ésta y otras manifestaciones clínicas, hay que tener en cuenta la 
limitación en el poder estadístico que origina la disminución del tamaño muestral 
por la estratificación en diferentes subgrupos. Sin embargo, en el trabajo donde se 
describe la asociación con los genes GIMAP, la cohorte de descubrimiento incluía 
un porcentaje de individuos con uveítis similar al de nuestra cohorte (43.5% y 
49.8% respectivamente), aunque en la cohorte de replicación (también asiática) 
incluida en ese trabajo tenía un porcentaje mucho más elevado de pacientes con 
esta manifestación clínica (84.6%) (Lee YJ et al., 2013). Los resultados publicados 
por nuestro grupo en los trabajos 1 y 2 sugieren que ninguno de estos genes 
(GIMAP, JAK1 y TNFAIP3) se encuentran asociados a BD en población española, 
aunque no se puede descartar totalmente una posible influencia en las 
características clínicas.  




CCR5 y PTPN22 son genes reiteradamente estudiados porque las 
moléculas que codifican desempeñan un papel muy importante en diversas 
enfermedades inmuno-mediadas, además, en ambos casos se conoce la variante 
funcional responsable de las asociaciones.  
 El polimorfismo más ampliamente estudiado del gen CCR5, no es un SNP, 
sino una deleción de 32 pares de bases en el gen CCR5 (CCR5∆32). Esta deleción 
tiene como resultado un cambio de marco de lectura que origina la aparición de un 
codón de parada prematuro, por lo que, la variante se traduce en una proteína 
truncada incapaz de ejercer su función correctamente (Charo IF et al., 2006). 
Cuatro publicaciones previas, que incorporan datos de seis poblaciones diferentes 
(UK, turcos, palestinos, iraníes, italianos y portugueses) han estudiado la 
asociación de esta variante con BD (Yang X et al., 2003; Mojtahedi Z et al., 2006; 
Atzeni F et al., 2011; Bettencourt A et al., 2014). Los resultados de nuestro 
estudio, que concuerdan con 3 de los estudios previos, sugieren que la variante 
CCR5∆32 no se asocia con la predisposición a la enfermedad, ni tampoco con las 
características clínicas ni con la presencia de HLA-B*51. De hecho, solo el 
estudio realizado en población italiana sugiere que CCR5∆32 sea un factor de 
riesgo en la predisposición a padecer la enfermedad (Atzeni F et al., 2011). 
Debido a que el poder estadístico de todos los estudios individuales es bajo tanto 
por el escaso tamaño muestral como por la baja frecuencia de la variante en todo el 
mundo, nos planteamos realizar un meta-análisis agrupando todos los datos 
disponibles hasta el momento. La tabla 2 del trabajo 3, muestra un resumen de 
las características de todos los estudios que se han incorporado en el meta-análisis 
así como el poder estadístico de cada uno de ellos y el global. El resultado de este 
meta-análisis que incluía un total de 1114 pacientes y 1786 controles sanos, no 
evidencia asociación de la variante de CCR5 con la enfermedad, por lo que 
podemos descartar que CCR5∆32 tenga un papel importante en esta patología, ya 
que el poder estadístico global es adecuado, 93%, para detectar asociación con OR 
≥ 1.5  
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En cuanto al gen PTPN22, se ha descrito que la variante funcional, 
R620W, tiene un papel importante en múltiples patologías inmuno-mediadas, 
como RA y SSc entre otras (Begovich AB et al.¸2004; Dieudé P et al., 2008). Con 
respecto a BD existen 2 trabajos previos que investigan la asociación de esta 
variante con la enfermedad en 3 poblaciones diferentes (ingleses, turcos y medio 
oriente), sin embargo, los resultados de estos trabajos no son concluyentes 
(Baranathan V et al., 2007; Sahin N et al., 2007). De hecho, de las 3 poblaciones 
estudiadas, se encontró asociación en 2, ingleses y turcos, mientras que, para la 
población de oriente medio, las diferencias no fueron significativas. Nuestros 
resultados tampoco evidencian asociación de esta variante con la enfermedad. De 
hecho, la distribución de la frecuencia de la variante en pacientes y controles de 
población española es prácticamente igual y muy similar a la que se describe en el 
proyecto 1000 Genomas para poblaciones IBS y TSI. Otra cuestión a resaltar, es 
que en las poblaciones en las que se ha descrito asociación de R620W con BD 
(ingleses y turcos) lo que se describe es que la variante minoritaria confiere 
protección a la enfermedad (OR=0.46, OR=0.65, respectivamente) (Baranathan V 
et al., 2007; Sahin N et al., 2007). Sin embargo, en la inmensa mayoría de 
enfermedades en las que se ha estudiado este polimorfismo, o no se encuentra 
asociación (psoriasis, SSc, UC, etc.) o la variante minoritaria confiere riesgo 
(GCA OR=1.62, RA OR=1.65, SLE OR=1.46, enfermedad de Graves OR=1.5, 
vitíligo OR=1.98, etc) (Stanford SM et al., 2014). A pesar de que la relación entre 
esta variante y la enfermedad no está bien establecida, en revisiones de PTPN22 se 
da por cierta la asociación de R620W con BD (Stanford SM et al., 2014). Con el 
fin de aportar nuevos datos y teniendo en cuenta que los condicionamientos de los 
estudios individuales son similares a los que se exponían en el caso de CCR5 nos 
planteamos realizar un meta-análisis agrupando la información disponible con 
respecto a esta variante en BD. La tabla 2 del trabajo 4 resume la información de 
las características de los estudios incluidos en este meta-análisis donde se 
agrupaban datos de cuatro poblaciones con un total de 794 pacientes y 1876 
controles sanos. Como resultado de este análisis, no se observó asociación entre la 
variante R620W de PTPN22 y BD.  




Sin embargo, como se ha descrito que PTPN22 desempeña un papel clave 
en muchas enfermedades inmuno-mediadas, nos planteamos la posibilidad de que 
la asociación del gen con BD residiera en otra variante diferente de R620W, ya 
que, esta variante es prácticamente inexistente en países con una alta prevalencia 
de la enfermedad como son los países asiáticos y Turquía. Por este motivo 
decidimos estudiar la variabilidad genética en todo el gen, genotipando un total de 
6 SNPs (5 tSNPs y otro SNP que se ha descrito que es una variante funcional) con 
los que se cubría el 100% de la región génica. Nuestros resultados no demuestran 
diferencias estadísticamente significativas para ninguno de estos polimorfismos 
entre los grupos de pacientes y controles. En concordancia con nuestro trabajo se 
encuentran los resultados de un estudio en población china Han donde se investigó 
la asociación de 3 polimorfismos en PTPN22 entre los que no estaba incluido 
R620W (Zhang Q et al., 2012). En el mencionado trabajo, con un tamaño 
poblacional adecuado, no se encuentran diferencias en la distribución de las 
frecuencias entre los grupos de pacientes y controles para ninguno de los 
polimorfismos incluidos. Además, no se ha descrito asociación del gen con la 
enfermedad en ninguno de los GWAS realizados hasta la fecha (Fei Y et al., 2009; 
Remmers EF et al., 2010; Mizuki N et al., 2010; Hou S et al., 2012; Lee YJ et al., 
2013). Es más, en uno de los GWAS realizado en población turca, los autores 
realizaron una búsqueda dirigida de los genes con mayor relevancia en este tipo de 
enfermedades entre los que incluyeron PTPN22. Ninguno de los SNPs de este gen 
incluidos en el GWAS alcanzaba significación estadística y el valor más bajo de p 
para cualquiera de ellos era de 0.27 (Remmers EF et al., 2010). Por tanto, nuestros 
resultados junto con la mayoría de los publicados sugieren que este gen no 
desempeña un papel importante en la predisposición a padecer esta enfermedad. 
Como se ha explicado, la variante R620W desempeña un papel muy importante en 
otras patologías de base inmunológica y, por ello, hay muchos trabajos que 
investigan esta variante. Se ha comprobado que en los casos de verdadera 
asociación, los resultados son altamente reproducibles, encontrándose relación con 
una determinada patología en muchas poblaciones. Además, parece que la 
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asociación de esta variante está bastante restringida a enfermedades en los que la 
presencia de autoanticuerpos tiene un papel relevante (Burn GL et al., 2011).  
En resumen, los resultados de nuestros trabajos nos indican que podemos 
descartar que tanto la deleción ∆32 de CCR5 como el gen PTPN22 desempeñen un 
papel importante en la predisposición a la enfermedad. En ambos casos, nuestro 
trabajo incluye la cohorte con el número más elevado de casos y controles y con el 
mayor poder estadístico de todos los estudios publicados hasta la fecha. Además, 
la metodología utilizada por nuestro grupo es más reproducible que la usada en 
otros estudios. Y por último, en algunas áreas geográficas donde la enfermedad es 
relativamente prevalente, las variantes de riego para CCR5 y PTPN22 son 
prácticamente  inexistentes, lo que sugiere que estas variantes no deben de 
desempeñar un papel importante en la patología. Sabemos que existe un fuerte 
sesgo de publicación de estudios de asociación genética que presentan hallazgos 
positivos (Ionnidis JP et al., 2001) por lo que los resultados de este tipo de 
estudios deben de ser tratados con prudencia hasta que se validen en estudios de 
replicación.  
Los trabajos discutidos en este objetivo son ejemplos de la importancia de 
los estudios de replicación ya que los resultados en un trabajo individual o en una 
sola población no son suficientes para dar por establecida la asociación con una 
determinada patología.  
 
Objetivo 2. Búsqueda de nuevos genes candidatos (trabajos 5 y 6). 
La región HLA de clase I es la región del genoma más sólidamente 
asociada con BD, sin embargo, solo explica el 20-30% de la carga genética de la 
enfermedad (Yazici H et al., 2007). Por tanto, fuera de esta región debe haber 
otros genes que condicionen la predisposición a esta enfermedad y de hecho, 
recientemente, se han descrito otros genes, como IL23R e IL10, que han sido 
consistentemente asociados con la enfermedad en diferentes poblaciones, ya que, 




los estudios de replicación proporcionan resultados homogéneos (Mizuki N et al., 
2010; Remmers EF et al., 2010, Montes-Cano MA et al., 2013; Carapito R et al., 
2015; Xavier JM et al., 2012; Wu Z et al., 2014; Kang EH et al., 2014; Matos M et 
al., 2014; Jiang Z  et al., 2010; Kim ES et al., 2012; Yalçin B et al., 2014). En los 
últimos años se han realizado varios estudios GWAS (“Introducción”, tabla 3), que 
han aportado nueva información, pero aun así, los logros conseguidos por estos 
estudios quedan lejos de los logros conseguidos en otras patologías en las que el 
aporte de los GWAS ha sido clave en el incremento del conocimiento de las bases 
de la enfermedad. Con respecto a BD, queda por conocer gran parte del 
componente genético, por lo que en este objetivo nos planteamos llevar a cabo una 
búsqueda de nuevos genes que se encuentren involucrados en dicha patología. 
Para alcanzar este objetivo nos planteamos dos estrategias diferentes para cada una 
de las cuales elegimos diferentes plataformas de genotipado como se explica en el 
apartado “Hipótesis, Objetivos y Diseño Experimental” dependiendo, en este caso, 
del número de SNPs a incluir en cada estudio.  
Como se ha explicado en la introducción, la BD se clasifica como una 
enfermedad de patrón mixto, ya que, se considera que tanto la inmunidad 
adaptativa como la inmunidad innata se encuentran involucradas en la patogenia. 
Sin embargo, faltan evidencias que sustenten el papel de la inmunidad innata, lo 
que nos hace pensar que parte de la carga genética que no se conoce todavía esté 
relacionada con este brazo del sistema inmunitario. Teniendo en cuenta que uno de 
los posibles mecanismos etiopatológicos de la enfermedad, está relacionado con 
que determinados agentes infecciosos sean los desencadenantes de la misma en 
individuos genéticamente predispuestos, nos planteamos estudiar si determinados 
receptores de la inmunidad innata podrían estar relacionados con la enfermedad. 
En este sentido, los receptores de reconocimiento de patrones son los sensores de 
la inmunidad innata encargados de reconocer a los patógenos y por tanto, estos 
sensores y concretamente los de ácidos nucleicos, podrían desempeñar un papel en 
BD. Este fue el objetivo que nos planteamos en el trabajo 5 para el que se 
seleccionaron un total de 9 genes candidatos. El esquema de la figura 9 representa 
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los 9 receptores elegidos, sus ligandos y las rutas que se activan tras el 
reconocimiento. El diseño final incorporaba 74 tSNPs que nos permitirían capturar 
la información correspondiente a 216 SNPs (trabajo 5, tabla S1) por lo que 
elegimos una plataforma de genotipado de medio rendimiento. 
 
 
Figura 9. Receptores de reconocimiento de patrones involucrados en el 
reconocimiento de ácidos nucleícos incluidos en el estudio. En el esquema se representan 
los 9 genes incluidos en el estudio, las dianas que reconocen los receptores y las rutas que se 
desencadenan tras el reconocimiento de dichas dianas. 
 
Como resultado de este estudio identificamos el cluster genético 
IFI16/AIM2 como un nuevo locus de susceptibilidad a BD en población española. 
IFI16 y AIM2 se encuentran juntos formando un cluster de 70 kb en el cromosoma 
1 (1q25.2) y se transcriben en direcciones opuestas. Como se puede ver en la tabla 
3 del artículo 5, que muestra el análisis de haplotipos constituidos por los SNPs 
que se encontraron asociados, encontramos 3 haplotipos diferentes en nuestra 
población, uno de ellos confiere riesgo (p=0.015; OR (IC95%)=1.41 (1.06-1.86)), 
otro protección (p=0.009; OR (IC95%)=0.65 (0.47-0.90)) y otro lo consideramos 
neutro porque no se encontraron diferencias en la distribución de frecuencias entre 
pacientes y controles. Estos dos genes pertenecen a una misma familia de 
proteínas denominada Ifi-200 cuyo nombre hace referencia a que son inducibles 
por IFN, además, ambas proteínas son citoplasmáticas y reconocen dsDNA. La 




figura 10 representa un esquema de las rutas en las que se encuentran involucradas 
ambas proteínas.  
 
 
Figura 10. Cascada de señales en las que intervienes las proteínas IFI16 e 
AIM2. Aunque ambas reconocen dsDNA, los efectos que desencadenan tras su activación 
son opuestos. AIM2 forma parte de un inflamasoma, al reclutar a la proteína adaptadora 
ASC y a la caspasa 1, este complejo va a dar lugar a las formas activas de IL-1β e IL-18. 
Así como el efecto de AIM2 es pro-inflamatorio, el de IFI16 va a ser anti-inflamatorio. Por 
un lado el reconocimiento de dsDNA va a dar lugar a la síntesis de IL-10 (interleucina 
anti-inflamatoria). Además, IFI-16 puede inhibir la ruta pro-inflamatoria inhibiendo 
directamente al inflamasoma o bien al formar heterodímeros con AIM2 mediante los 
dominios PYD. (Veeranki S et al. PLoS ONE, 2011) 
 
La proteína AIM2 forma parte del inflamasoma y su activación produce un 
aumento de proteínas proinflamatorias. En cambio, IFI-16 tiene una función 
contraria, ya que, es un regulador negativo directo del inflamasoma, y además 
activa una ruta que finaliza con el aumento de interleucinas anti-inflamatorias 
(Veeranki S et al., 2011). Se ha demostrado que los niveles de expresión de ambas 
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proteínas son inversos (Duan X et al., 2011), por tanto, el ratio de proteínas 
AIM2/IFI16 existente en la célula determina el tipo de respuesta (pro o anti-
inflamatoria) que se va a desencadenar tras el reconocimiento de dsDNA.  
Hay estudios que sugieren que BD es una enfermedad relacionada con el 
inflamasoma. En este sentido, se ha descrito un aumento de los niveles de 
interleucinas inflamatorias (IL1β, IL18 e IL33) en suero de los pacientes con 
respecto a la población sana (Düzgün N et al., 2005; Musabak U et al., 2006; 
Hamzaoui K et al., 2013). Además, se ha visto que los pacientes con BD 
responden bien a tratamientos que bloquean IL1β (Gül A et al., 2012). También en 
este sentido, a veces es difícil establecer un diagnóstico diferencial con 
enfermedades atoinflamatorias típicas que cursan con fiebres recurrentes como la 
fiebre mediterránea familiar, que es una enfermedad monogénica causada por 
mutaciones en el gen MEFV. Otra patología autoinflamatoria si bien poligénica es 
la CD que se ha relacionado con mutaciones en el gen NOD2. En está línea, hay 
estudios que sugieren asociación de los genes MEFV y NOD2 con BD. La 
implicación de estos genes, sustentaría que la respuesta inmune innata contra los 
componentes bacterianos estaría relacionada la patogénesis de la BD (Kirino Y et 
al., 2013; Tasliyurt T et al., 2013). Por estos motivos decidimos llevar a cabo un 
estudio en el que determinamos los niveles de expresión de mRNA de IFI16 y 
AIM2 en individuos que portaban el haplotipo de riesgo y los que portaban el 
haplotipo de protección usando como referencia aquellos individuos que eran 
homocigotos para el haplotipo mayoritario, que corresponde con el haplotipo 
neutro. Este ensayo se llevó a cabo en individuos sanos para evitar sesgos 
derivados de la variedad de tratamientos a las que pueden ser sometidos los 
pacientes. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresión 
de AIM2 entre ninguno de los grupos de individuos. Sin embargo, se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas en los niveles de IFI16 entre los 
portadores del haplotipo de riesgo y los portadores del haplotipo de protección  
(p= 0.022). La media de expresión de los individuos que portaban el haplotipo de 
protección era la mayor (1.23 ± 0.50) y la de los individuos con el haplotipo de 




riesgo era la menor (0.99 ±  0.29), mientras que los de referencia muestran niveles 
intermedios (1.08 ± 0.46) (trabajo 5, tabla 4). Estos resultados determinan 
también diferencias significativas en el ratio de AIM2/IFI16 entre estos grupos. 
Los individuos con el haplotipo de riesgo presentan un ratio AIM2/IFI16 más 
elevado (1.11±0.58), existen diferencias significativas cuando comparamos este 
ratio con los individuos que portan el haplotipo de protección (0.84±0.46, 
p=0.049) y con los individuos con el haplotipo neutro (0.81±0.35, p=0.022). El 
ratio de proteínas AIM2/IFI16 existentes en la célula podría ser el responsable del 
balance entre las respuestas pro-inflamatorias y anti-inflamatoria tras el 
reconocimiento de dsDNA y, nuestros resultados sugieren que los individuos que 
portan el haplotipo que hemos considerado de riesgo tendrían mayor tendencia 
hacía una respuesta pro-inflamatoria por un menor cociente en los niveles de 
expresión AIM2/IFI16.  
En resumen, nuestros resultados sugieren relación entre el cluster 
AIM2/IFI16 y la enfermedad de BD y también, que esta asociación podría ser 
explicada por los niveles de expresión basales de IFI16. Aun así, debido a que es 
la primera vez que se identifica asociación entre estos genes y la enfermedad, la 
consistencia de esta relación no se demostrará hasta que no se realicen estudios de 
replicación en otras cohortes y poblaciones. 
Como segunda estrategia para alcanzar el objetivo 2, nos planteamos 
utilizar una de las plataformas de genotipado con la que más éxitos se han 
obtenido en los últimos años a la hora de identificar nuevas variantes de riesgo en 
enfermedades de base inmunológica, el iChip. Aunque en el momento en que 
comenzamos este estudio ya se habían publicado varios GWAS con pacientes de 
diferentes poblaciones en esta enfermedad, estos estudios se realizaron con 
cohortes turcas, de medio oriente y asiáticas en su mayoría, pero con muy poca 
participación de europeos (de hecho, sólo se incluyen europeos en la cohorte de 
replicación de un GWAS) y con la inclusión de un número relativamente bajo de 
individuos en la mayoría de los casos (introducción, tabla 3) 
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A pesar de que tanto los GWAS como el iChip son estudios de alto 
rendimiento, tal y como se explicó en el capítulo “Introducción”, los chips usados 
para ambos estudios están diseñados siguiendo diferentes estrategias, por lo que 
cada uno cubre diferentes objetivos. Hasta la fecha, aparte de nuestro trabajo, solo 
se han publicado datos parciales de resultados de iChip en BD, concretamente sólo 
los datos correspondientes a la región HLA (Hughes T et al., 2013). Por tanto, este 
trabajo es el primero en aportar datos completos obtenidos a través de la 
plataforma iChip en BD. 
En general en todo trabajo, y en particular los estudios de alto 
rendimiento, el análisis de los datos obtenidos del genotipado deben someterse a 
estrictos controles de calidad antes de validarlos y pasar a la fase de análisis y 
búsqueda de asociaciones. Los criterios de calidad usados en nuestro estudio se 
describen en profundidad en el trabajo 6, pero cabe destacar que, una de las 
características del iChip es que incorpora muy buenos marcadores de ancestría 
para población europea, de manera que, se puede comprobar de forma muy fiable 
si la población de estudio es homogénea y si los controles se han seleccionado 
adecuadamente. Además, la región HLA está densamente cubierta, y esto nos 
permite llevar a cabo un análisis de parentesco, que evite información redundante 
por la presencia de familiares en el estudio. Después de aplicar los criterios de 
calidad se eliminaron 9 pacientes y 63.506 SNP y fueron aptos para analizar 277 
casos, 1517 controles (usamos una cohorte de controles, previamente publicada en 
Carmona FD et al., 2015) y 133.018 SNPs.  





Figura 11. Manhattan plot de los resultados del iChip. El Manhattan plot es una 
representación gráfica del estudio de asociación de todas las variantes analizadas en este chip. Cada 
círculo corresponde con una variante incluida en el estudio, el eje de la X indica la posición de las 
variantes en el genoma y el eje Y representa el logaritmo del valor de p para cada variante. El umbral 
de asociación establecido para los estudios GWAS es p=5x10-8  se representa en la figura por una 
línea roja. Aquellas variantes que presentan valores de p inferiores al umbral se consideran 
asociadas. La región que se encuentra limitada entre la línea roja y la azul incluye variantes con 
valores de p de 5x10-4 s 5x10-8, este área se considera “zona gris”  y las señales que se localizan en 
ella se consideran posiblemente asociaciadas.  
 
Como era de esperar y se puede comprobar en el Manhattan plot (trabajo 
6, figura 1), la región con asociación más fuerte en nuestra población fue la región 
HLA; los resultados de este trabajo en esta región se discuten en el objetivo 3. 
Fuera de la región HLA, la única señal que supera el umbral de significación 
corresponde con IL23R, dato concordante con los publicados previamente. De 
hecho, nuestro grupo ya había descrito asociación de IL23R en nuestra población 
en un trabajo de replicación previamente publicado (Montes-Cano MA et al., 
2013). Existen controversias en cuanto que al uso estricto del valor p=5x10
-8
, 
considerado como umbral en los GWAS, en los estudios con iChip. Como se ha 
dicho, la estrategia y el diseño de ambas plataformas es diferente, de hecho, en 
iChip se estudian menos señales independientes (lo que significaría menor 
necesidad de correcciones estadísticas) que en los estudios GWAS por lo que hay 
opiniones que defienden que el umbral de significación debería ser menos 
restrictivo (Sham PC et al., 2014). Sin embargo, la mayoría de los estudios 
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publicados hasta la fecha con esta plataforma y diferentes patologías mantienen el 
umbral que se estableció para los estudios GWAS. El tamaño muestral de nuestro 
estudio limita su poder estadístico porque es difícil de llegar a este nivel de 
significación con este tamaño. Alcanzar valores de p tan elevados es muy difícil 
con las cohortes de BD existentes hasta la fecha. De hecho, IL23R solo supera ese 
valor en uno de los GWAS realizados (Hou S et al., 2012), en otro, la señal más 
alta se encuentra en la zona gris (Remmers EF et al., 2010). Como hemos 
comentado, IL23R se ha replicado en muchas poblaciones y, de hecho, después de 
HLA-B*51 se le considera el gen más fuertemente asociado con la enfermedad. 
Este caso es un ejemplo útil para discutir el valor umbral de p en los estudios a 
gran escala. Que una señal supere el umbral nos indica que es muy improbable que 
las diferencias entre las frecuencias que se hayan encontrado se deban al azar. Sin 
embargo, el resto de señales que no superan el umbral pueden ser verdaderos 
positivos. Por ello que se establece una “zona gris”, en la que encontraremos 
señales que con bastante probabilidad estén asociadas, pero que sean necesarios 
estudios de replicación para validarlas. 
En la tabla S11 del trabajo 6 se muestran las señales que se encontraron 
en la zona gris, de todas ellas seleccionamos para replicación en otra cohorte de 
pacientes y controles de nuestra población las siguientes: el rs2848479 
(JRKL/CNTN5), rs1874886 y rs17810546 (IL12A), rs11694530 (STAT4), rs604999 
(KIR2DL4), rs7944144 (UBASH3) y rs7616215 (CCR1). Estas señales fueron 
elegidas por diferentes razones, el valor de p para la asociación del rs2848479 se 
encuentra justo en el umbral, es decir, es la señal más fuerte de todas las de la zona 
gris, si bien, no hay ninguna razón funcional conocida para su inclusión, ya que, se 
encuentra situado entre 2 genes que no han sido relacionados con ninguna 
enfermedad inmuno-mediada. Las señales localizadas en IL12A, STAT4, 
UBASH3B, KIR2DL4 y CCR1 se seleccionaron porque estos genes se habían 
relacionado con la enfermedad en poblaciones no europeas (Kirino Y et al, 2013; 
Kappen JH et al., 2015; Hou S et al., 2012, Fei Y et al., 2009, Kim SJ et al., 
2013). De hecho, genotipamos también rs17810546 (IL12A) en la cohorte 




completa porque era el SNP que se había encontrado asociado en estudios 
anteriores. Los resultados del estudio de replicación demuestran diferencias 
significativas en la segunda cohorte de pacientes y controles para todos los SNPs 
salvo para los correspondientes a los genes KIR2DL4 y UBASH3B incluso en estos 
casos, la tendencia en la segunda cohorte fue la misma que en la primera por lo 
que, en todos los casos, las diferencias fueron significativas en la cohorte conjunta.  
En resumen, los resultados de nuestro estudio sugieren un nuevo loci de 
susceptibilidad en esta enfermedad, JRKL/CNTN. Estos resultados deben ser 
reproducidos en otras poblaciones para confirmar la asociación. Además, 
encontramos asociación con SNPs de los genes IL23R, IL12A, STAT4, UBASH3B, 
KIR2DL4 y CCR1 que habían sido previamente descritas en otras poblaciones, por 
lo que, nuestro trabajo se puede considerar una replicación de los trabajos previos 
y sugiere que dichos genes pueden desempeñar un papel importante en la 
patología de BD. Todos estos genes juegan un papel importante en la modulación 
de la respuesta inmune. Así, IL23R codifica una subunidad del receptor de la IL23 
que se expresa en la superficie de las células Th17 y de los macrófagos. El 
complejo IL23/IL23R promueve la polarización de la respuesta T hacía Th17 
(Iwakura Y et al., 2006). En cuanto a IL12A, codifica una subunidad del 
heterodímero que forma IL12. Esta citocina juega un papel importante en la 
polarización de la respuesta inmune hacia Th1 y en la producción de IFN por los 
linfocitos T y por las células NK por lo que está relacionada con la producción de 
citocinas proinflamatorias (Chang JT et al., 1999). Con respecto a STAT4, es un 
factor de transcripción activado por citocinas como la IL12 y IL23 que está 
involucrado en la diferenciación de los linfocitos hacía Th1 y Th17 (Morinobu A 
et al., 2002). CCR1 codifica un receptor de quimioquinas que, mediante la unión a 
sus ligandos (MIP1α, MIP1β y RANTES), se comporta como un regulador clave 
en el tráfico de leucocitos y en la homeostasis del sistema inmune (Marzio PD et 
al., 2005). UBASH3B codifica una proteína que contiene un dominio asociado a 
ubiquitina. Las reacciones de ubiquitinación se encuentran involucradas en la 
regulación de las señales de los receptores tirosina quinasa modulando la 
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endocitosis y la degradación de los receptores activados (Kowanetz K et al., 
2004). Se ha demostrado que UBASH3B es un regulador negativo de la señal de 
los TCR (Carpino N et al., 2004). KIR2DL4 codifica una molécula KIR bastante 
peculiar desde el punto de vista funcional y mantiene una estrecha relación con las 
moléculas HLA de clase I. 
 
Objetivo 3. Mejora del conocimiento del papel de las moléculas 
HLA en la enfermedad (trabajo 6). 
Como estrategia para conseguir el objetivo 3, utilizamos los nuevos 
algoritmos de imputación desarrollados específicamente para la región HLA a 
partir de los datos obtenidos del iChip. Existen gran cantidad de datos que 
sugieren asociación de otras moléculas HLA con la enfermedad de manera 
independiente a la conocida y repetidamente comprobada asociación de HLA-
B*51. Así, se ha descrito asociación con otros alelos HLA-B y numerosos estudios 
identifican alelos de riesgo en los otros genes HLA de clase I clásicos (HLA-A y 
HLA-C), algunos trabajos incluso atribuyen la asociación en la región HLA-B, no 
al propio gen HLA-B sino a variantes de un gen que codifica moléculas de clase I 
no clásicas, concretamente al gen MICA. (Montes-Cano MA et al., 2013; 
Ombrello MJ et al., 2014; Hughes T et al., 2013). Existen una serie de 
condicionamientos que dificultan aclarar definitivamente este aspecto. Entre los 
más importantes se encuentra, el elevado grado de polimorfismo de cada uno de 
los genes HLA que dificulta la detección de todos los posibles alelos, que pueden 
ser desde muy frecuentes a muy raros y presentar diferencias poblacionales, lo que 
genera problemas estadísticos en la interpretación de resultados, ya que, los 
métodos de análisis masivos están más desarrollados para sistemas bialélicos. En 
relación con este hecho nos encontramos una serie de limitaciones, ya que, si 
existen múltiples alelos asociados a una enfermedad, una cohorte concreta tendrá 
mayor poder estadístico para aquellos alelos más comunes. Si, además, estos 
alelos presentan diferencias grandes de frecuencias entre poblaciones, en cada 
población se detectará asociación con el más común, por lo que, en principio, se 




puede concluir que existen discrepancias entre diferentes trabajos, cuando 
realmente no las haya. Además, debemos tener en cuenta, que este elevado grado 
de polimorfismo afecta no sólo a un gen sino a muchos, ya que, existe gran 
densidad de genes que codifican moléculas relacionadas con el sistema inmune en 
esta región y que estos genes presentan un fuerte LD. Por último, en el caso 
concreto de BD, nunca se ha conseguido aclarar la razón biológica por la que 
determinadas moléculas HLA de clase I se relacionan con la enfermedad y el 
conocimiento de este aspecto está limitado también por la función dual que 
presentan muchas moléculas de clase I como presentadoras de péptidos a los 
linfocitos T CD8 y controladoras de la actividad NK por su función como ligando 
de los receptores KIR. Los nuevos sistemas de imputación (Jia X et al., 2013; 
Browning BL et al., 2009) nos permiten extraer mayor cantidad de información de 
la región HLA utilizando datos de genotipado masivo obtenidos en menor tiempo 
y de una manera más económica. Digamos que son métodos menos precisos para 
obtener el tipaje HLA de un individuo concreto, por lo que no podrían ser 
aplicados, por ejemplo, a los estudios que se realizan para trasplante, pero nos dan 
una información bastante cierta de las frecuencia alélicas en cohortes. Además, la 
información se puede manejar de diversas formas, a modo de alelos clásicos, SNPs 
y variantes de aminoácidos en las secuencias de proteínas.  
 La selección de la plataforma de genotipado es muy importante cuando se 
aborda un trabajo en el que se pretende imputar la región HLA, el iChip es la 
mejor plataforma para la imputación de la esta región, porque incluye muchos más 
SNPs que cualquier otro chip que se haya usado hasta la fecha para GWAS. Otro 
aspecto muy importante para realizar una buena imputación es el panel de 
referencia. Hay que tener en cuenta, que la correcta deducción de tipajes clásicos, 
aminoácidos, etc. basadas en el tipaje real de un conjunto determinado de SNPs 
depende de que el denominado panel de referencia, o sea, el conjunto de 
individuos tipados realmente para todos los marcadores, sea adecuado, o sea esté 
lo más próximo posible a la población de estudio desde el punto de vista genético. 
Existe un buen panel de referencia para población caucásica que incluye un gran 
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número de individuos, en nuestro trabajo utilizamos un panel que incluía datos de 
5225 individuos de origen europeo referentes a 8961 SNPs e INDEL de la región 
HLA junto con los datos genotípicos de alelos HLA clase I y II con un nivel de 
resolución de cuatro dígitos (Brown WM et al., 2009; de Bakker PI et al., 2006). 
Trás la imputación, el conjunto final de datos a analizar incluía un total de 7227 
SNPs, 419 alelos  (125 alelos de 2 dígitos y 294 alelos de 4 dígitos) de los genes 
HLA de clase I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) y clase II clásicos (HLA-DRB1, HLA-
DQB1, HLA-DQA1, HLA-DPB1 and HLA-DPA1) y 1276 variantes 
aminoacídicas. Por eso, en el estudio de la región HLA no nos conformamos con 
la aplicación de los criterios de calidad generales para el iChip que se comentaron 
en relación con el objetivo 2, sino que comprobamos además la adecuación del 
panel y el análisis de imputación. Para ello, se compararon los datos obtenidos con 
dos métodos imputación, en el presente trabajo y métodos de tipaje tradicionales 
en un trabajo anterior de nuestro grupo (Montes-Cano et al., 2013). Concretamente 
contábamos con el tipaje de grupos de alelos (2 dígitos) de los genes HLA-A, HLA-
B y HLA-C de 278 individuos obtenidos por ambos método y cuantificamos la 
bondad de la imputación usando dos parámetros. Por un lado calculamos la 
precisión, “accuracy”, que es una medida de la veracidad de las frecuencias, el 
valor de este parámetro fue de alrededor al 98% en todos los casos, lo que nos 
indica que las frecuencias obtenidas por imputación, hablando en términos 
poblacionales, eran prácticamente idénticas a las obtenidas con métodos de tipaje 
tradicionales. Por otro lado, también queríamos comprobar la fiabilidad del tipaje 
de cada individuo y para ello utilizamos el valor del coeficiente de correlación (r). 
Como se puede observar en la tabla S02 y en la figura S1 del trabajo 6, los 
valores de r fueron, en general, muy buenos, superiores a 0.8 en prácticamente 
todos los casos, excepto para los grupos HLA-A*25 y HLA*26. En este caso, 
aunque las frecuencias poblacionales de ambos grupos de alelos coincidían en 
ambos métodos, los tipajes individuales no eran concordantes, por lo que 
decidimos eliminarlos de los análisis posteriores, ya que, en caso contrario 
podríamos llegar a conclusiones falsas en aquellos análisis que realizan 
estratificación por grupos de alelos como los multivariantes. Esto es un ejemplo de 




porque no se puede pensar en la imputación como un sustituto de las técnicas de 
genotipado HLA tradicionales en el caso de situaciones que requieran una alta 
precisión de tipaje individual como sería en un trasplante, pero en cambio, es una 
técnica apropiada para estudios poblacionales de asociación a gran escala. 
Los resultados del estudio de regresión logística de todos los marcadores 
de la región HLA, utilizando los 5 primeros componentes principales como 
covariable para controlar la posible estratificación de la población, indicaban que 
la señal con asociación más fuerte era la correspondiente al grupo de alelos HLA-
B*51. Este resultado concuerda con todos los estudios previos hechos en BD y, de 
alguna manera, corrobora también la fiabilidad del análisis realizado. En cuanto al 
resto de loci, se descartó en toda la región de clase II, pero se detectó asociación 
con los otros 2 genes de clase I, HLA-A y HLA-C. En este sentido, nuestros 
resultados concuerdan con la mayoría de los publicados hasta la fecha que 
sugieren que podemos descartar que las moléculas de clase II estén involucradas 
en la predisposición a esta patología (Ombrello MJ et al., 2014; Hughes T et al., 
2013). Para obviar, en la medida de lo posible, el problema del LD y determinar si 
las diferentes asociaciones encontradas eran independientes de HLA-B*51, 
realizamos un análisis de regresión logística condicional denominado “stepwise”. 
Nuestros datos, sustentan que la asociación del gen HLA-A es independiente de 
HLA-B, mientras que las asociaciones encontradas en el gen HLA-C son 
dependientes de HLA-B, es decir, se deben al LD entre ambos loci (trabajo 6, 
tabla 1). Estos resultados son concordantes con los descritos por Ombrello et al. y 
discrepan de los publicados por Huges et al., que sugieren que el gen HLA-C se 
encuentra asociado a BD de manera independiente de HLA-B. En cuanto a los 
resultados de este análisis, en el locus HLA-B encontramos asociados los grupos 
HLA-B*57 y HLA-B*15 que han sido previamente descritos en otras poblaciones. 
HLA-B*57 había sido descrito como factor de riesgo en un estudio realizado en 
población española (Montes-Cano MA et al., 2014) y también en población 
británica (Ahmad T et al., 2003) y HLA-B*15 se ha descrito en población 
marroquí (Choukri F et al., 2001) y en población turca (Ombrello MJ et al., 2014). 
Resumen de resultados y discusión 
165 
 
Con respecto a HLA-A, encontramos el grupo HLA-A*02 como factor de riesgo 
independiente. En este sentido, se ha descrito asociación de HLA-A*26 con la 
enfermedad en algunas poblaciones (Chung YM et al., 1990; Kaburaki.T et al., 
2010). Este grupo de alelos fue eliminado de los análisis subsiguientes en nuestro 
estudio debido al bajo valor de r que presentaban los datos de la imputación. Sin 
embargo, los datos obtenidos mediante métodos de tipaje tradicional, no sugieren 
relación de este grupo alélico con la enfermedad en nuestra población. Además, 
tampoco se detectó asociación con HLA-A*24, que había sido descrito como 
factor de riesgo en un trabajo previo de nuestro grupo (Montes Cano et al., 2013). 
Para replicar la asociación de los genes HLA-A y HLA-B, genotipamos otra 
cohorte de pacientes y controles y, después de realizar los análisis 
correspondientes, se obtuvieron resultados similares (trabajo 6, tabla S6 y tabla 
S7). En este caso, que hay que resaltar que, el grupo de alelos HLA-A*03 se 
encontró asociado a la enfermedad como factor de protección independiente. En la 
cohorte conjunta, resultado concordante con otros estudios (Ombrello MJ et al). 
Aunque es un hecho indescutible que HLA-B*51 se encuentra asociado 
con la enfermedad, sigue sin conocerse la causa de dicha asociación. Por ello la 
posibilidad de que la causa de la asociación resida en genes con elevado grado de 
LD como los genes MICA tuvo una gran acogida entre la comunidad científica. En 
1999, se publicó un trabajo realizado en población japonesa que proponía que la 
asociación entre la enfermedad y la molécula HLA-B51 se debía en realidad al LD 
de los genes HLA-B y MICA (Mizuki N et al., 1999). Desde entonces se han 
llevado a cabo muchos estudios para reproducir esta asociación. Los resultados de 
la inmensa mayoría de estos estudios demuestran que la realidad era la contraria, 
es decir, que la asociación que estos autores describían entre la enfermedad y el 
gen MICA se debía a su fuerte LD con HLA-B (González-Escribano MF et al., 
1999; Yabuki K et al., 1999; Wallace GR et al., 1999; Mizuki N et al., 2000, 
Salvarani C et al., 2001; Cohen R et al., 2002; Mizuki N  et al., 2002; Park SH et 
al., 2002). No obstante, recientemente los resultados de dos nuevos estudios han 
vuelto a retomar esta idea de asociación de MICA con la enfermedad (Hughes T et 




al., 2013; Carapito R et al., 2015). Sin embargo, los resultados de nuestro trabajo y 
los de otro estudio a gran escala publicado recientemente coinciden con la gran 
mayoría de estudios de menor escala publicados anteriormente en que no existe 
una asociación independiente del gen MICA (Ombrello MJ et al., 2014). 
En nuestro caso, para intentar profundizar en el estudio de la región HLA 
realizamos un análisis que nos permitiera detectar que posiciones aminoacídicas 
están relacionadas con la enfermedad. Muchos aminoácidos de determinadas 
posiciones son comunes a proteínas codificadas por diferentes alelos HLA, por lo 
que, al centrarnos en el estudio de aminoácidos podemos obviar los problemas 
estadísticos derivados de la diversidad de frecuencias de los diferentes alelos y, 
además, conocer la región de la proteína responsable de la asociación. Con este 
propósito, utilizamos el test Omnibus que es un análisis de utilidad en el caso de 
variantes multi-alélicas, ya que, nos permite estudiar todas las diferentes variantes 
de estos polimorfismos. En el caso particular de los aminoácidos, nos permite 
estudiar la asociación de cada posición teniendo en cuenta todos los aminoácidos 
que se pueden encontrar en la posición en cuestión. Los resultados de este análisis 
en el que se incluyeron las diferentes posiciones aminoácidicas de las proteínas 
HLA de clase I y II, indican que la señal de asociación más fuerte corresponde con 
la posición 97 de la molécula HLA-B (trabajo 6, tabla S7) y que las posiciones 
de aminoácidos correspondientes a las moléculas de clase II, no muestran 
asociación. Después de condicionar por la posición 97 de HLA-B, para evitar los 
problemas derivados del LD, las señales de aminoácidos correspondientes a HLA-
C desaparecen pero, sin embargo, se mantienen señales correspondientes HLA-A, 
siendo la de la posición 66 la que presenta la asociación más fuerte. Realizamos 
también un análisis de regresión logística con 5 PCA como covariables y un 
análisis “step-wise” de cada uno de los aminoácidos posibles en cada posición, 
obteniéndose resultados similares (trabajo 6, tabla S10). En la posición 97 de la 
molécula HLA-B podemos encontrar 6 aminoácidos, según nuestros resultados, 
Thr y Val serían factores de riesgo, Arg y Ser confieren protección y Asn y Trp se 
comportarían como neutros (artículo 6, figura 2). En cuanto a la posición 66 de la 
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molécula HLA-A, sólo hay posibilidad de 2 aminoácidos, Lys conferiría riesgo y 
Asn protección. Por tanto, el análisis de aminoácidos corrobora los resultados 
obtenidos con el análisis de grupos alélicos tradicionales, descartando asociación 
de la región de clase II y de la molécula HLA-C y sugiriendo asociaciones 
independientes de HLA-A y B y las posiciones más fuertemente relacionadas 
dentro de cada una de estas moléculas, Se hace necesaria una consideración 
especial con respecto a la interpretación de los análisis condicionados dentro de 
una misma molécula. Cada molécula HLA se caracteriza por tener un conjunto de 
aminoácidos determinados en las posiciones polimórficas, este conjunto de 
aminoácidos están, por definición, en LD y son dependientes. Por tanto, al 
condicionar por la posición más fuertemente asociada en una molécula concreta, la 
señal de las otras posiciones se pierde. Sin embargo, no creemos que, en este caso, 
podamos descartar con este tipo de análisis matemático la influencia de estas otras 
posiciones. Serían necesarios otro tipo de estudios, funcionales, de mutagénesis 
dirigida, etc. para determinar el conjunto de posiciones relevantes en una molécula 
concreta. Desde luego, este análisis señala las posiciones irrelevantes que serían 
aquellas que no presentan señal de asociación desde el principio o cuya señal se 













Consideraciones finales. Las enfermedades de base inmunológica, 
entre las que se encuentra la enfermedad de Behçet, suponen un gran problema 
sanitario, ya que, tienen un impacto social y económico muy elevado. Se trata de 
enfermedades crónicas que afectan a la calidad de vida de los pacientes y generan 
problemas de incapacidad laboral e incluso, en los casos más graves, reducen la 
esperanza de vida de los pacientes. Como hemos comentado, muchas 
enfermedades inmuno-mediadas comparten manifestaciones clínicas, tratamientos, 
mecanismos moleculares y/o componente genético. El avance en el conocimiento 
de una de ellas, no solo supone ventajas para los pacientes de esa enfermedad en 
concreto, sino que nos ayuda a entender mejor el conjunto de todas. En este 
sentido, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral confirman datos aportados 
por otros estudios y ofrecen nuevas pistas sobre las bases genéticas de la BD. Con 
el conocimiento actual, se puede empezar a esbozar un modelo de los mecanismos 
moleculares y rutas metabólicas implicados en la enfermedad (figura 12). 
Sustentando la hipótesis de que la enfermedad estaría desencadenada por 
determinados agentes ambientales y, entre los que los microorganismos podrían 
ejercer un papel primordial, los receptores encargados de detectar moléculas 
derivadas de estos microorganismos y las rutas que se desencadenan tras su 
activación representarían un papel importante en este hipotético modelo. Entre las 
rutas desencadenadas después de este reconocimiento, habría que destacar el 
inflamasoma, cuya activación supone un aumento de citoquinas proinflamatorias 
(IL1β e IL18). Por otro lado, un papel de los microoganismos también puede estar 
relacionado con la ruta de procesamiento endógeno (sobre todo en caso de 
infecciones virales) y, en este sentido es donde cobrarían relevancia, el proteasoma 
(UBAHS3B) y las endopeptidasas del reticulo endoplásmico (ERAP) que recortan 
los péptidos para que adquieran el tamaño adecuado para ser cargados a moléculas 
HLA de clase I. El heterodímero que constituye la molécula de clase I (cadena α 
polimórfica + β2 microglobulina) no se exporta a superficie si no tiene un péptido 
cargado. Por tanto, la cantidad de péptidos generados por éstas enzimas, 
condiciona la expresión de moléculas HLA de clase I en superficie. Las moléculas 
HLA de clase I, como se ha explicado a lo largo de esta tesis, son los factores de 
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riesgo más relevantes en esta enfermedad. Su gran polimorfismo, determina que, 
cada molécula HLA sea capaz de unir con mayor afinidad un conjunto de péptidos 
diferentes. Por tanto, no solo la cantidad, sino también las características 
moleculares de los péptidos generados por ERAP pueden condicionar la expresión 
de moléculas HLA en superficie. A su vez, algunas moléculas HLA controlan la 
actividad NK mediante la interacción de los receptores KIR y presentan péptidos a 
los linfocitos T CD8, por lo que su papel en la enfermedad puede estar relacionado 
con cualquiera de estas funciones. Además, los linfocitos más relevantes en la 
enfermedad son los linfocitos T, y entre de ellos, los Th1 y Th17.  La polarización 
de los linfocitos CD4 hacia Th1 o Th17 esta mediada por determinados pares 
interleucinas/receptor, algunas de las cuales se han relacionado con la enfermedad. 
 
 
Figura 12. Modelo de rutas implicadas en la fisiopatología de la enfermedad 









































 En los últimos años se han alcanzado bastantes logros en el conocimiento de 
las bases genéticas de la enfermedad de Behçet,  Así, nos encontramos en un punto 
en el que se puede comenzar a diseñar un modelo que integre las rutas moleculares 
implicadas en el desarrollo de la patología. Sin embargo, este modelo no está 
completo y aún queda camino por recorrer hasta llegar a dibujarlo completamente. 
Entre las causas que dificultan un avance más rápido en el conocimiento de este 
aspecto de la enfermedad, se encuentra su condición de enfermedad rara, que 
condiciona el tamaño de las cohortes de pacientes y, por tanto, el poder estadístico 
de los estudios individuales. Con esta limitación, se impone la necesidad de 
colaboración en estudios multicéntricos a nivel internacional que permitirían 
descifrar parte de la heredabilidad perdida y, también, investigar las diferencias 
poblacionales y analizar la influencia del componente genético en las diferentes 
características clínicas. En este sentido, las plataformas de genotipado de alto 
rendimiento, permiten análisis a posteriori de los datos obtenidos por cada grupo y 
requieren sólo del intercambio de datos, no de muestras biológicas ni de nuevos 
experimentos. Quizás, estemos en el momento de establecer este tipo de 
colaboración, ya que, hay varios estudios publicados con este tipo de plataformas en 
varias poblaciones. En este sentido, otra de las líneas que se beneficiarían de un 
estudio de este tipo, sería el de la asociación del sistema HLA con la enfermedad. 
Las nuevas aproximaciones para estudiar la región HLA que se centran en el estudio 
de los aminoácidos, pueden servir de base para plantear posibles estudios 
funcionales que ayuden a esclarecer el papel que desempeñan estas moléculas en la 
enfermedad. El siguiente paso sería llevar a cabo estudios funcionales que 
































1. Las asociaciones la región GIMAP, y los genes TNFAIP3 y JAK1 con la 
enfermedad de Behçet descritas en población asiática no se reproducen en 
población española, si bien, no se puede descartar completamente alguna 
influencia de estos genes en determinadas manifestaciones clínicas. 
2. Con respecto a la variante CCR5∆32 y al gen PTPN22, los resultados en 
población española y los meta-análisis realizados descartan un papel relevante 
en la enfermedad de Behçet.  
3. Nuestros resultados con respecto al rastreo de sensores de ácidos nucleícos 
sugieren asociación de los genes AIM2/IFI16 con la enfermedad de Behçet. 
Esta asociación estaría relacionada con diferencias en los niveles de expresión 
de IFI16 determinadas genéticamente que condicionarían diferentes ratios 
AIM2/IFI16. 
4. Como resultado del rastreo de genes relacionados con el sistema inmune en la 
plataforma de alto rendimiento, además de replicar las asociaciones de los 
genes IL23R, IL12A, STAT4, KIR2DL4, UBASH3B y CCR1 en población 
española, sugerimos una nueva región de asociación localizada entre los 
genes JRKL y CNTN5. 
5. En cuanto a la región HLA, tanto en el análisis de grupos de alelos 
tradicionales como en el de aminoácidos se descarta asociación de las 
moléculas de clase II con la enfermedad. En cuanto a las moléculas de clase I, 
nuestros estudios sustentan asociación independiente de las moléculas HLA-
A y B y descartan relación de las moléculas HLA-C y de otras moléculas 
HLA de clase I no clásicas como MICA. 
6. Por último, el análisis de aminoácidos sugiere que las posiciones más 
relevantes en la enfermedad serían las posiciones 66 en la molécula HLA-A y 
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